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RESUMO  
Introdução: O linfoma difuso de grandes células B do idoso Epstein-Barr positivo 
(EBV+DLBCLe) afeta indivíduos com mais de 50 anos sem imunodeficiência prévia 
documentada, e apresenta evolução clínica desfavorável. Atualmente não existe um padrão 
característico da expressão de microRNAs (miRNAs) nesta doença. Portanto, este estudo tem 
por objetivo caracterizar um perfil de assinatura para esta nova entidade e explorar miRNAs 
como biomarcadores e potenciais alvos terapêuticos alternativos para EBV+DLBCLe. 
Métodos: Setenta e um pacientes com mais de 50 anos e diagnóstico de LDGCB foram 
considerados potenciais candidatos a serem EBV+DLBCLe.  A detecção do EBV (EBER-1) foi 
realizada por hibridação in situ.  Quatro amostras EBV+ e quatro amostras EBV negativas 
foram analisadas através de PCR quantitativo em tempo real (qPCR). O RNA foi extraído a 
partir de blocos de parafina e o cDNA  inserido em duas plataformas contendo, cada uma, 384 
miRNAs humanos. Consideramos miRNAs diferencialmente expressos aqueles que 
apresentaram expressão com valor acima ou abaixo de 1,5. Resultados: 8,5% dos pacientes 
com LDGCB foram considerados EBV positivos. A sobrevida global dos pacientes com 
EBV+DLBCLe foi inferior a dos pacientes EBV negativos (p= 0,0201, teste Log-rank). Foram 
encontrados 10 miRNAs diferencialmente expressos entre os dois grupos, mas apenas sete 
alcançaram diferenças estatisticamente significantes a serem validadas em uma coorte 
multicêntrica (29 EBV + DLBCLe versus 65 LDGCB). Confirmamos o aumento de expressão 
de hsa-miR-126, hsa-miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150 e hsa-miR-222, e também a 
diminuição de expressão de hsa-miR-151 nos casos EBV+DLBCLe quando casos EBV+ foram 
comparados com EBV negativos. Utilizando o cutoff de 1,5, o hsa-miR-146b mostrou 
especificidade de 91,4 %, para identificar os casos EBV+, AUC = 0,8849. Embora o hsa-miR-
222 tenha apresentado aumento de expressão em menos de 1/3 dos casos, também mostrou alta 
especificidade (98,5%) e valor preditivo positivo (90%), AUC = 0,8180, no grupo EBV + 
quando comparado com o grupo EBV negativo, com o mesmo cutoff. Conclusões: O mérito do 
presente estudo foi propor uma assinatura de miRNA para uma  doença recentemente descrita e 
destacar o hsa-miR-146b e hsa-miR-222 como possíveis biomarcadores e alvos terapêuticos 
para EBV+DLBCLe. Antagomirs para hsa-miR-146b e hsa-miR-222 (este último em teste em 
alguns tipos de câncer) também poderiam ser utilizados como terapia adjuvante ao R-CHOP nos 
casos de EBV+DLBCLe, nos quais confirmamos pior prognóstico.  
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1. INTRODUÇÃO  
  Introdução 2 
 
 
            O recém-descrito linfoma difuso de grandes células B do idoso associado ao vírus 
Epstein-Barr (EBV+DLBCLe) (WHO, 2008) é uma doença linfoproliferativa clonal de linfócitos 
B que ocorre em pacientes com idade igual ou superior a 50 anos, sem nenhuma 
imunodeficiência documentada ou linfoma prévio, e se destaca pela evolução clínica 
desfavorável (Nakamura et al, 2006). Sugere-se que o mecanismo causal do EBV+DLBCLe 
esteja relacionado à deterioração imunológica inerente ao  processo de envelhecimento e ao EBV   
(Park et al, 2007). Assim, pode surgir como resultado do padrão de expressão de proteínas de 
latência do vírus EBV, da interação com fatores relacionados ao hospedeiro e de mecanismos 
epigenéticos de regulação gênica, entre eles o perfil de expressão de microRNAs (miRNAs) 
(Castillo et al, 2011). 
            Os miRNAs são pequenos RNAs com cerca de 18 a 25 nucleotídeos, resultantes da 
clivagem de um RNA maior não codificante, e interferem na regulação gênica por se ligarem ao 
complexo de indução de silenciamento de RNA (RISC) seja por complementaridade ao RNA 
mensageiro (mRNA) ou por repressão da tradução, influenciando assim na diferenciação, 
proliferação, sobrevivência e apoptose celular (Garzon et al, 2010).  
            Os miRNAs virais parecem ter uma participação muito pequena nos EBV+DLBCLe. 
Porém, muitos deles possuem homologia com miRNAs humanos (Marquitz et al, 2012), e aí 
pode residir a explicação para o comportamento biológico tão agressivo dessa doença. Estudos 
recentes apontam que miRNAs relacionados ao EBV estão envolvidos em pelo menos 20 vias 
diretamente relacionadas à oncogênese, como ativação de célula B, resposta oxidativa ao 
estresse, inflamação mediada por citocinas, ativação de vias de transcrição e inibição de apoptose 
(Skalsky et al, 2012). 
  Introdução 3 
 
 
            Não há na literatura, até o momento, estudos que demonstrem um perfil característico de 
expressão de miRNAs em EBV+DLBCLe. A identificação de tais miRNAs pode ajudar na 
compreensão de fenômenos envolvidos no pior desfecho clínico desses pacientes quando 
comparados com linfomas não relacionados ao EBV, bem como identificar possíveis alvos 
terapêuticos ligados a esses reguladores epigenéticos. 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Introdução 4 
 
 
           Objetivo geral: Identificar o perfil de expressão de miRNAs em linfoma não-Hodgkin 
difuso de grandes células B do idoso EBV positivo.  
Objetivos específicos: 
1. Avaliar a frequência de expressão de EBV em pacientes com LDGCB, com idade 
igual ou superior a 50 anos e sorologia negativa para HIV, atendidos no ambulatório 
do Hospital São Paulo nos últimos 10 anos; e compará-la à literatura. 
2. Avaliar o padrão de expressão de miRNAs em dois grupos de pacientes (EBV 
positivo [EBV+DLBCLe] e negativo) utilizando plataformas pré-estabelecidas de 
miRNAs humanos (estudo piloto).  
3. Validar a expressão dos miRNAs capazes de definir os dois grandes grupos 
(EBVpositivo [EBV+DLBCLe] e negativo) por PCR em tempo real, tentando 
definir uma assinatura gênica característica do EBV+DLBCLe (estudo 
multicêntrico). 
4. Estabelecer o papel da expressão de miRNAs na gênese do EBV+DLBCLe e seu 
potencial como alvo terapêutico, a partir da análise da homologia entre os miRNAs 
humanos e virais e vias envolvidas.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
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2.1. Histórico do EBV 
O EBV foi primeiramente identificado em 1964 por Epstein, Achong e Barr 
(Epstein et al, 1964). No ano de sua descoberta, foi descrita a relação causal entre o EBV e 
o desenvolvimento do Linfoma de Burkitt endêmico na África Equatorial (Epstein et al, 
1964) e, em 1968, ficou comprovado que o EBV era o agente etiológico da mononucleose 
infecciosa (Henle et al, 1968).  
Em 1970, o DNA do EBV foi identificado em tecidos de pacientes com carcinoma 
de nasofaringe (Zur Hausen et al, 1970) e, nos anos seguintes, demonstrou-se que o EBV 
estaria relacionado à doença linfoproliferativa em pacientes com imunodeficiência 
congênita  (como na síndrome de Wiskott-Aldrich, imunodeficiência combinada severa e 
doença linfoproliferativa ligada ao X) ou adquirida (Greenspan et al, 1985) como na 
doença linfoproliferativa pós-transplante (Penn at al, 1994) ou associada ao uso de 
imunossupressores (Kamel et al, 1993). Assim como à doença de Hodgkin (Weiss et al, 
1989), ao carcinoma gástrico (Burke et al, 1990), ao linfoma nasal de linfócitos T (Tao et 
al, 1995) e ao leiomiossarcoma em crianças com síndrome da imunodeficiência adquirida 
(AIDS) (Mierau et al, 1997).  
Desde então, o EBV tem sido descrito como agente etiológico em inúmeras 
neoplasias, e, particularmente, nos pacientes com diagnóstico de LDGCB, existem 
subgrupos específicos relacionados a esse vírus (Carbone et al, 2008; WHO, 2008), como 
veremos mais adiante. 
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2.1.1. Aspectos Epidemiológicos da Infecção pelo EBV 
A infecção pelo EBV é extremamente comum e aproximadamente 90% dos 
indivíduos na idade adulta apresentam anticorpos contra este vírus, evidenciando infecção 
pregressa (Cohen et al, 2000). A transmissão do EBV ocorre pela saliva, embora 
hemoderivados e órgãos transplantados também possam ser fontes de infecção. Existe uma 
grande variação na faixa etária em que ocorre a primoinfecção, dependendo dos fatores 
sócio-econômicos e demográficos relacionados com a exposição ao EBV (Evans et al, 
1971).  
2.1.2. Aspectos Clínicos da Infecção pelo EBV 
O EBV tem a capacidade de causar a infecção primária, permanecer latente e 
posteriormente reativar, essa é uma característica da família Herpesviridae, que abrange outros 
vírus como Herpes simplex (HSV-1 e HSV-2), Varicela-zoster (HHV-3) e Citomegalovírus 
(HHV-5) (Kieff et al, 2007). 
Quando a infecção primária ocorre na infância, esta se apresenta, geralmente, 
assintomática ou com sintomas brandos indistinguíveis de viroses comuns. Entretanto, quando a 
infecção pelo EBV ocorre na adolescência e na idade adulta, o quadro típico de mononucleose 
aguda ocorre em 80% dos casos com manifestações de febre alta, calafrios, linfonodomegalia 
principalmente cervical e amigdaliana, placas acinzentadas em orofaringe, intensa prostração e 
mialgia (Niederman et al, 1997).  
Após a infecção primária, um estado de equilíbrio entre o vírus e o hospedeiro se 
estabelece. Entretanto, quando este equilíbrio é interrompido, por meio da estimulação 
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antigênica concomitante com o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) , da exposição a 
agentes físicos ou químicos ou do uso de medicamentos imunossupressores, verificamos o 
desenvolvimento de neoplasias relacionadas ao EBV (Cohen et al, 2000).  
2.1.3. Papel do EBV no Desenvolvimento de Neoplasias Malignas 
O EBV possui cerca de 150-180 nanômetros (Baer et al 1984) e seu genoma se 
localiza no interior do nucleocapsídeo que, por sua vez, é envolto por um envelope (Figura 
1). Ao infectar o linfócito B, uma glicoproteína de membrana do EBV, gp350, com 8 nm 
de comprimento, se liga à molécula CD21 na superfície do linfócito B (Sixbey et al, 1983; 
Cohen et al, 2000). Outras moléculas presentes na superfície de linfócitos B maduros, 
como o complexo de histocompatibilidade maior (MHC) classe II, também são 
importantes para a infecção (Cohen et al, 1997). O EBV possui a habilidade de manter 
infecção latente em linfócitos B e em células epiteliais da orofaringe (Cohen et al, 2000).  
Em indivíduos adultos e com IgG positivo para o EBV, de 1 a 50 linfócitos B em 1 
milhão de células estão infectados pelo vírus. Este número de células infec tadas geralmente 
permanece estável por toda a vida. Após a primoinfecção, a replicação viral pode ser ativada 
espontaneamente em uma pequena porcentagem de linfócitos B (Niedobitek et al, 1997).  
O genoma do EBV consiste em DNA linear, e no interior da célula infectada 
permanece em formato circular, o qual codifica cerca de 100 proteínas virais. Durante a 
replicação viral, estas proteínas são importantes na regulação da expressão de genes 
constitutivos virais, na replicação do DNA viral, na formação de componentes estruturais 
do vírion e na modulação da resposta imunológica do hospedeiro (Kieff et al, 1997; 
Niedobitek et al, 1997). Como a infecção pelo EBV geralmente ocorre após o contato com 
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secreções da orofaringe, o vírus inicialmente se replica nas células epiteliais da orofaringe 
do hospedeiro e, subsequentemente, infecta e se replica em linfócitos B presentes nos 
tecidos linfóides adjacentes (Cohen et al, 2000). 
Das 100 proteínas expressas durante a replicação viral, apenas 10 estão expressas 
durante a infecção latente em linfócitos B: dois tipos de RNA, conhecidos como EBER ou 
EBV encoded RNA; seis proteínas nucleares e duas proteínas de membrana. Esta restrição 
na expressão de proteínas virais durante a infecção latente é uma grande arma do EBV para 
burlar o sistema imunológico do hospedeiro (Babcock et al, 1998). A persistência de 
linfócitos B infectados pelo EBV, bem como a presença de linfócitos T auto-reativos poderia 
decorrer de uma falha no mecanismo de apoptose, entre outros mecanismos (Thorley-Lawson et 
al, 2001; Baiocchi et al, 2004). 
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Figura 1. Estrutura do vírus Epstein-Barr e mapa parcial do seu genoma. DNA linear em dupla 
fita de 172Kb no capsídeo em formato de icosaedro, envolto por um envelope com 
glicoproteínas virais (gp350). Na fase latente apenas alguns antígenos são expressos (em 
verde). A fase lítica começa com a expressão de dois fatores de transcrição (em vermelho) que 
ativam promotores virais ocasionando expressão de seis produtos gênicos virais (em laranja). 
Durante a fase lítica outros antígenos são expressos (em amarelo) (Draborg et al, 2012). 
 
Legenda: OriP: elementos regulatórios (sequência específica de nucleotídeos) necessários  para a manutenção 
do EBV em estado latente. Proteínas de fase latente: EBNA (antígeno nuclear do EBV), LMP (proteína latente 
de membrana) OriLyt: elementos regulatórios necessários para replicação do EBV. Genes de fase lítica e 
funções: BZLF-1 (BamHI Left Frame gene: ativador transcricional Z), BRLF-1 (ativador transcricional R); 
BMRF-1 (fator de processamento da polimerase, EA/D = early antigen diffuse component), BSLF-1 (primase), 
BBLF-2/3 (fator associado à primase), BALF-2 (proteína de ligação ao DNA de fita simples) e BALF-5 (DNA 
polimerase); BCRF-1(Bam HI C fragment rightward open reading frame 1), BHRF-1 (BamHI Right-ward open 
reading frame 1), BLLF-1 (produtor de enzimas), BCLF-1 (expressa antígeno capsídeo viral (VCA) proteína 160), 
BALF-4 (expressa  antígeno capsídeo viral (VCA), glicoproteína 110).  
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Dependendo do tipo de proteína expressa pelo EBV na fase latente, foram descritos 
três padrões de latência. As doenças relacionadas a cada um destes padrões estão descritas na 
Tabela 1 e refletem o potencial oncogênico do EBV (Castillo et al, 2011). 
Tabela 1. Padrão de expressão de proteínas de latência nas doenças relacionadas ao EBV. 
 
Sabe-se que o EBV está presente em cerca de 95% dos casos endêmicos de Linfoma 
de Burkitt , em 40 a 50% dos casos relacionados ao HIV e em 10-20% dos casos 
esporádicos. As células infectadas expressam no mínimo um antígeno viral (EBNA1) e 
alguns RNAs virais não codificantes. A ativação do gene c-MYC é um fator importante 
Padrão de latência 
 
EBER/EBNA1/LMP2A 
 
LMP1/LMP2B 
 
         
EBNA2/3A/3B/3C 
 
Doença 
 
 
I 
 
 
+ 
 
- 
 
- 
 
Linfoma de Burkitt 
II + + - 
 
Linfoma de Hodgkin, 
PEL, AITL, linfoma 
NK/T nasal, 
carcinoma 
nasofaríngeo, 
EBV+DLBCLe 
 
 
 
III 
 
 
+ + + 
PTLD, linfoma 
relacionado a AIDS, 
mononucleose 
infecciosa,  
EBV+DLBCLe 
     
     
     
     
EBNA: antígeno nuclear do EBV, LMP: proteína latente de membrana, EBER: EBV  encoded RNA, PEL: linfoma 
de efusão primário, AITL: linfoma angioimunoblástico, AIDS: síndrome da imunodeficiência humana, PT LD: 
doença linfoproliferativa pós-transplante, EBV+DLBCLe: linfoma difuso de grandes células B do idoso EBV+.  
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para a manifestação da doença. Porém, ainda não estão elucidados todos os fatores 
contribuintes para o desenvolvimento dessas doenças (Bornkamm et al, 2009).  
Existem estudos que correlacionam as proteínas de fase latente do EBV, principalmente a 
LMP1, atuando em alvos importantes que influenciam processos biológicos como proliferação e 
diferenciação celular, vias de transcrição, apoptose, entre outros. É descrito, por exemplo,  que 
LMP1  pode ativar diretamente a via NF-Kappa B através da ativação do fator de necrose 
tumoral (TNF) citoplasmático (D‟Addario et al, 1999) ou por degradação do I-KappaB-alpha 
(inhibitor of kappa light chain gene enhancer in B-cells-alpha). Postula-se, ainda,  que a 
interação da gp350 com o CD21 do linfócito B resulte na ativação de diversos sinalizadores 
como TRAF2 (fator associado a receptor de TNF) que se ligam a regiões C-terminais de ativação 
( CTAR1 e 2), fundamentais na transformação e proliferação de células B  e no TRADD (TNF 
receptor 1 associated death domain), que culmina com a ativação de PKC (protein kinase C), 
PI3K e  NF-kappa B (Karin et al, 1999).  
As demais proteínas de fase latente também exercem funções que garantem a 
permanência do vírus no hospedeiro e favorecem a oncogênese. O EBNA1 permite a 
manutenção do genoma na forma de epissoma circular e permite o escape imunológico das 
células T CD8+ (Ng et al, 2006), promove ativação dos demais EBNAs e das LMPs. EBNA2 é 
um ativador transcricional de genes virais e celulares. EBNA3 funciona como cofator da ligação 
de outros EBNAs controlando a transcrição de genes e a proliferação celular, promovendo 
estabilidade do vírus no hospedeiro (Kieff et al, 2007). EBNA LP (EBNA leader protein) 
controla EBNA2, promove escape à apoptose e inibe atividade de p53 e pRb. LMP2 bloqueia a 
ativação das imunoglobulinas de superfície em células B e ativa a via PI3K/AKT (Schuster et al, 
2003; Tsurumi et al, 2005).  
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Assim, desde sua descoberta como o primeiro vírus envolvido em tumores humanos, 
o EBV tem sido implicado no desenvolvimento de muitas doenças linfoproliferativas  
(Carbone et al, 2008). No entanto, o mecanismo exato pelo qual o EBV é responsável pela 
oncogênese é ainda multifatorial e controverso (Thorley-Lawson et al, 2004). As hipóteses 
como expressão de proteínas de latência e fatores inerentes ao hospedeiro têm sido 
estudadas, porém a contribuição de miRNAs para a oncogênese desses tumores ainda é 
pouco conhecida (De Falco et al, 2009; Grywalska et al, 2013). 
2.2. Linfomas Não-Hodgkin EBV-relacionados 
A infecção pelo EBV desencadeia tanto resposta imune do tipo humoral quanto resposta 
do tipo celular (Hanto et al, 1985). A detecção de anticorpos contra estruturas virais proteicas é 
de fundamental importância para o diagnóstico laboratorial da infecção. Entretanto, a resposta 
celular mediada por linfócitos T parece ser a responsável pelo controle da infecção. Células NK 
(natural killer) e linfócitos T CD4 e CD8 específicos contra proteínas de fase lítica e latente 
controlam a replicação de linfócitos B infectados pelo EBV (Hislop et al, 2007). 
O EBV está relacionado a diversas doenças como citado previamente. Dentre as 
doenças linfoproliferativas de células B são descritos linfoma de Burkitt, linfoma de 
Hodgkin, doenças linfoproliferativas pós-transplante, doenças linfoproliferativas 
associadas ao HIV (linfoma primário do SNC, linfoma difuso de grandes células B 
imunoblástico, linfoma de efusão primária, linfoma plasmablástico) e outros 
(granulomatose linfomatóide, linfoma associado a piotórax, linfoma de células B do idoso 
EBV positivo) (Nakamura, 2008). Embora o linfócito B seja a célula na qual o EBV 
consegue permanecer na sua forma latente, há doenças linfoproliferativas T associadas a 
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este vírus como, por exemplo, linfoma de células T periféricas, linfomas de células T 
angioimunoblástico, linfomas de células T/NK nasal extranodal (Carbone et al,  2008).  
Para que se afirme que uma doença linfoproliferativa é relacionada ao EBV, deve ser 
realizado algum dos testes disponíveis, sendo o teste de hibridação in situ na biópsia de 
linfonodo ou tecido acometido pela doença linfoproliferativa um método sensível e de grande 
utilidade na prática clínica (Copie-Bergman et al, 2009).  
2.2.1. Linfoma difuso de grandes células B do idoso EBV positivo 
O recém-descrito linfoma difuso de grandes células B do idoso EBV+ (EBV+DLBCLe) é 
uma doença  linfoproliferativa clonal de linfócitos B que ocorre em pacientes acima de 50 anos e 
sem nenhuma imunodeficiência documentada ou linfoma prévio. Os primeiros relatos da 
associação entre senilidade e EBV, em pacientes com LDGCB imunocompetentes, foram 
descritos em pacientes asiáticos em 2003 (Oyama et al, 2003). Características clínicas e 
morfológicas de EBV+DLBCLe também foram encontradas em pacientes com menos de 50 
anos, porém é necessário excluir imunodeficiência associada, o que acaba tornando esses casos 
bem mais raros (Oyama et al, 2007). 
O EBV+DLBCLe, por apresentar particularidades capazes de caracterizá-lo como doença 
separadamente, passou a ser considerado uma entidade provisória em 2008 na classificação de 
Tumores Hematopoéticos e Linfóides da Organização Mundial de Saúde (WHO, 2008). A 
doença exibe, entretanto, alguns aspectos em comum com outras doenças EBV relacionadas, 
como hiperplasia reacional, doença linfoproliferativa pós-transplante e linfoma de Hodgkin, 
necessitando ser mais elucidada para que seja incluída de forma definitiva, na classificação da 
WHO (Campo et al, 2011). 
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Estudos posteriores confirmaram casos de EBV+DLBCLe também na população 
ocidental, embora com menor prevalência (Nguyen-Von et al, 2010; Beltran et al, 2011; 
Dojcinov et al, 2011;  Hofscheier et al, 2011). 
Em países asiáticos a prevalência do EBV+DLBCLe varia entre 8-10%. A proporção 
aumenta conforme a idade, chegando a 20-25% em indivíduos acima de 90 anos. A idade 
mediana é 71 anos (variando entre 45-92 anos), com discreto predomínio do sexo masculino 
(1,4:1) (Park et al, 2007). Seu diagnóstico, como nos demais LNH relacionados ao EBV, é 
confirmado por teste de hibridação in situ para EBV (Copie-Bergman et al, 2009). 
Sugere-se que o mecanismo causal do EBV+DLBCLe esteja relacionado à deterioração 
imunológica inerente ao processo de envelhecimento e ao EBV  (Park et al, 2007). Acredita-se 
haver um desbalanço entre mecanismos inflamatórios e reparo tecidual com desregulação de 
vias oncogênicas críticas como as relacionadas a p53, retinoblastoma (Rb), NF-kappa B 
(ativação desta via pela forma clássica ou alternativa), quinases envolvidas com a proteína 
ativada mitogênica (MAP) entre outras (Hussain et al, 2003). 
Existem estudos que correlacionam as proteínas de fase latente do EBV, principalmente 
a LMP1,  com alvos importantes que influenciam processos biológicos como proliferação e 
diferenciação celular, vias de transcrição, apoptose, entre outros. É descrito que LMP1  pode 
ativar diretamente a via NF-Kappa B , c-Jun-N-terminal kinase/AP-1, MAPK, e PI3K/AKT 
(Dawson et al, 2003). 
Nos EBV+DLBCLe há aumento da população monoclonal de células T e alterações de 
imunidade adaptativa (Hakim et al, 2007; Montes-Moreno et al, 2012). Montes-Moreno et al 
(2012) evidenciaram que NF-Kappa B está ativada independentemente  do tipo de origem 
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celular do tumor, GCB ou não-GCB, este fato pode estar relacionado à amplificação de c-REL 
(uma subunidade do fator de transcrição de NF-Kappa B) que é observada exclusivamente nos 
LDGCB tipo GCB com base no perfil de expressão gênica. EBNA2 também ativa NF-Kappa B 
e vias AKT relacionadas (Ok et al, 2013). 
Histologicamente, o EBV+DLBCLe costuma ser bastante heterogêneo exibindo 
diferentes graus de maturação de células B, às vezes com elementos reacionais. 
Imunofenotipicamente as células expressam CD20, CD79a, nem sempre há restrição de cadeia 
leve; CD10 e Bcl 6 são comumente negativos, CD30 variável e CD15 negativo , IRF4/MUM1 é 
positivo na maioria dos casos. O Ki67 costuma ser alto . A maioria dos casos apresenta origem 
celular não relacionada ao centro-germinativo (Ok et al, 2013). As células atípicas são LMP1 e 
EBNA2 positivas em 94% e 28% dos casos, respectivamente (Oyama et al, 2007). A 
concordância entre EBER e LMP1 atinge 90%. A morfologia pode ser polimórfica ou 
monomórfica não se correlacionando com o prognóstico (Ok et al, 2013). 
O EBV+DLBCLe polimórfico foi classificado em (1) neoplasia de grandes células B 
canônica (predomínio de neoplasia de grandes células B, com  raras células Reed-Sternberg-
like); (2) LDGCB com características de Linfoma de Hodgkin e (3) LDGCB com caracterísiticas 
de doença linfoproliferativa (poucas células neoplásicas e ausência de células Hodgkin-like) 
(Montes-Moreno et al, 2012). Os tipos morfológicos estão ilustrados na Figura 2. 
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Figura 2. Fotos de tecidos tumorais corados por hematoxilina e eosina de pacientes com 
EBV+DLBCLe evidenciando os diferentes tipos morfológicos da doença (amplificação 40X). 
A) EBV+DLBCLe monomórfico B) EBV+DLBCLe polimórfico: neoplasia de grandes células 
B canônica (predomínio de neoplasia de grandes células B, com  raras células Reed-Sternberg-
like) C) EBV+DLBCLe polimórfico: LDGCB com características de Linfoma de Hodgkin  D) 
EBV+DLBCLe polimórfico: LDGCB com caracterísiticas de doença linfoproliferativa (poucas 
células neoplásicas e ausência de células Hodgkin-like) (Montes-Moreno et al, 2012). 
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Em geral, o padrão de latência no EBV+DLBCLe assemelha-se ao das PTLD, isto é, 
padrão de latência tipo II ou III (Castillo et al, 2011; Liu et al, 2012). A maioria dos casos tem 
acometimento extranodal (Shimoyama et al, 2006). Os dados de literatura demonstram que o 
acometimento extranodal varia de acordo com a nacionalidade (Ok et al, 2013).  Mais de metade 
dos pacientes têm Índice de Prognóstico Internacional (IPI) alto ou intermediário-alto (Oyama et 
al, 2007). 
O curso clínico do EBV+DLBCLe é agressivo e a sobrevida mediana é 2 anos. As 
características  histológicas  e o IPI não influenciam diretamente no prognóstico, porém a 
presença de sintomas B e a idade acima  de 70 anos são considerados fatores de mau prognóstico 
(Savage et al, 2009).  
Uma vez que EBV+DLBCLe tem prognóstico reservado, há proposta de novas 
abordagens terapêuticas, ainda não aplicadas de forma usual, como imunoterapia, antagomiRs, 
terapias específicas contra vias de sinalização incluindo NF-Kappa B e terapia combinada com 
drogas antivirais e estimulantes da fase lítica do EBV (Ok et al, 2013). 
2.3. MicroRNAs 
Os microRNAs (miRNAs) foram descritos pela primeira vez em 1993 em Caenorhabditis 
elegans (Lee et al, 1993). São pequenos RNAs conservados, com cerca de 18 a 25 nucleotídeos, 
não codificantes de proteínas, que atuam como silenciadores pós-transcricionais (Garzon et al, 
2010). A regulação do RNA mensageiro alvo (RNAm) por miRNAs pode inibir a tradução ou 
acarretar na degradação direta do RNAm alvo, caso a ligação seja parcial ou totalmente 
complementar, respectivamente. A ligação miRNA-RNAm ocorre preferencialmente nas regiões 
3‟-UTR do RNAm (Di Leva et al, 2013). 
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A transcrição dos miRNAs ocorre, em geral, pela RNA polimerase II e varia de acordo 
com o local genômico de onde são derivados, isto é, se são intragênicos ou intergênicos (Bosia et 
al, 2012).  A biogênese clássica ocorre essencialmente por meio de duas clivagens enzimáticas, 
uma nuclear e uma citoplasmática. A primeira, pela enzima Drosha, cliva o miRNA primário 
(pri-miRNA) podendo formar de um a seis miRNAs precursores (pre-miRNA). As formas 
precursoras apresentam dupla hélice com hairpin e as formas maduras, após o processamento 
pela RNAse III (Dicer), são constituídas por fitas simples sem a estrutura de alças (Bartel et al, 
2009). Finalmente, ocorre a ligação do miRNA ao complexo de indução do silenciamento de 
RNA (RISC) (Figura 3). No entanto, já são descritos mecanismos de formação de miRNAs 
independentes da Dicer, conhecidos como Dicer-independentes ou Slicer-dependentes, cuja 
clivagem ocorre por meio das proteínas Ago-2 (Johanson et al, 2013). No entanto, as potenciais 
vias não clássicas da biogênese dos miRNAs ainda necessitam ser melhor compreendidas.  
Os miRNAs têm papel fundamental em diversos processos biológicos, tais como ciclo 
celular, apoptose, diferenciação e desenvolvimento (Keschner et al, 2006). Acredita-se que um 
único miRNA possa atuar em inúmeros RNAm alvos e, assim, influenciar múltiplas vias de 
sinalização (Jansson et al, 2012). Recentemente, foi demonstrado que mais de 20 vias 
relacionadas à oncogênese são influenciadas por miRNAs (Skalsky et al, 2012). 
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Figura 3. Representação esquemática da biogênese dos miRNAs. Inicialmente ocorre a 
transcrição do gene do miRNA pela RNA polimerase II gerando um longo transcrito de miRNA 
primário. O pri-miRNA é transformado em pre-miRNA a partir da Drosha-DGCR8 (Double-
stranded RNA-binding protein e seu cofator Digeorge síndrome critical region gene 8). O seu 
transporte para o citoplasma ocorre através da exportina. Há processamento pela Dicer 
transformando-o em miRNA maduro. O miRNA se une ao complexo de indução do 
silenciamento de RNA (RISC) por complementaridade, promovendo a clivagem do mRNA ou a 
inibição da tradução do mRNA nas regiões de sequência de leitura aberta (ORF: open reading 
frames) interferindo, consequentemente, na formação de proteínas que influenciam o ciclo 
celular e contribuem para a oncogênese (Adaptado de Lee et al, 2004).  
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2.3.1. MicroRNAs e Linfoma Não-Hodgkin 
Alguns estudos identificaram potencial oncogênico, papel na diferenciação de linfócitos 
B, importância no prognóstico e potencial alvo terapêutico dos miRNAs expressos em LDGCB. 
Já foi descrita a associação entre miR-155, frequentemente aumentado nos LDGCB, e a expressão 
de NF-Kappa B (Rai et al, 2008). O miR-17 foi identificado de forma aumentada em tumores que 
apresentam expressão de c-MYC e parece inibir a apoptose. Além disso, miR-19a e miR-19b 
apresentam propriedades oncogênicas, contribuindo para a sobrevivência de células neoplásicas 
(Mu et al, 2009).  
O perfil de assinatura de miRNAs nos linfomas de células B periféricas (em geral) e nos 
LDGCB são diferentes. Nota-se que a expressão de miRNAs durante a diferenciação da célula 
B tem um padrão característico quando a célula tumoral tem origem no centro germinativo. Hsa-
miR-127 está envolvido com a diferenciação da linhagem B através de regulação pós-
transcricional de PDRM1 (PR domain containing protein 1) e XBP1 (X-box binding protein 1) 
(Leucci et al, 2010).  
Os miRNAs correlacionados com um pior prognóstico no LDGCB foram: miR-127, 
miR-222, miR-637, miR-608, miR-302, miR-155, miR-29, miR-20b; e com melhor prognóstico: 
miR-330, miR-30e, miR-425, miR-27a, miR-24, miR-23a, miR-199b, miR-199a*, miR-100 
(Sandhu et al, 2011). Outros estudos demonstram correlação de miRNAs com prognóstico como, 
no caso da expressão de alguns miRNAs nos linfomas transformados (linfomas difusos de 
células B a partir de linfomas foliculares), como miR-223, 217, 222, 221, let-7i e 7b. 
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 Estes poderiam ser usados como biomarcadores para identificar pacientes com linfoma 
folicular com maiores chances de transformação (Lawrie et al, 2009). Os estudos de miRNAs e 
suas funções também ressaltam a sua importância como alvos terapêuticos. Assim, sabe-se que 
o aumento de miR-155 nos LDGCB, diminuem, por estimulação autócrina, a expressão de 
SHIP1(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1), resultando no aumento de 
citocinas proinflamatórias como TNF alfa. Dessa maneira, esquemas de tratamento anti-TNF 
alfa, como etarnecept ou infliximabe, foram capazes de reduzir níveis os de miR-155 e aumentar 
SHIP1, diminuindo a proliferação celular nesse tipo de linfoma (Pedersen et al, 2000) . 
Sandhu et al (2011) demostraram diferença na frequência de expressão de miRNAs em 
tecido tumoral de pacientes com LNH comparando-os com linfonodos não tumorais. Nos 
LDGCB foram identificados alguns miRNAs com aumento de expressão (miR-125b , miR-155 ), 
outros com diminuição de expressão (miR-223), seus alvos e a interferência em processos 
celulares conforme demonstrado na Tabela 2, bem como os miRNAs e sua correlação com 
prognóstico nesse mesmo trabalho.  
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Tabela 2. Principais miRNAs estudados em Linfoma Não-Hodgkin, seus alvos, bem como 
processos celulares envolvidos e relação com o prognóstico (Sandhu et al, 2011). 
 
 
 
Legenda: AID: activation-induced cytidine deaminase; BCL2: B-cell lymphoma 2; BCL6: B-cell lymphoma 6; 
BIM: bisindolylmaleimide; CCND2: cyclin D2; CCND3:ciclin D3; CCNE:cyclin E1 ; CDK4:Cyclin-dependent 
kinase 4 ;CDK6: Cyclin-dependent kinase 6; CLU: clusterin; IRF4: interferon regulatory factor 4; LMO2: LIM 
domain only 2;LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; MYBL1: v-myb myeloblastosis viral oncogene 
homolog like 1 ;PRDM1: PR domain containing 1;PTEN: phosphatase and tensin homolog; TGFβ: transforming 
growth factor β; SHIP1: inositol polyphosphate-5-phosphatase; SOCS1:  suppressor of cytokine signaling 1. 
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2.3.2. MicroRNAs e EBV 
Os miRNAs virais são pouco estudados no EBV+DLBCLe, porém muitos deles  possuem 
homologia com miRNAs humanos (Marquitz et al, 2012) e com outros miRNAs virais 
(Kincaidet al, 2012). Cerca de 44 EBV-miRNAs são descritos sendo que alguns deles ainda 
permanecem com papéis pouco definidos (Pfeffer et al, 2004).  A tabela abaixo ilustra os 
principais EBV-miRNAs estudados (http://www.mirbase.org). Sabe-se que os miRNAs 
relacionados ao EBV atuam principalmente na fase latente do vírus (Barth et al, 2011).  
Tabela 3. Principais miRNAs do vírus Epstein-Barr (http://www.mirbase.org). 
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Recentemente, foi demonstrado que LMP1 do EBV induz à expressão de miR-146a via 
NF-Kappa B. Níveis de miR-146a e miR-155 parecem estar aumentados em células presentes no 
linfoma de Burkitt. As células com padrão de latência tipo 1 e que possuem menor expressão de 
LMP1, apresentam, entretanto, níveis menores destes miRNAs, ao contrário de células em que o 
padrão de latência é o tipo 3. Há dados que indicam que miR-146a tem papel na indução e 
manutenção do estado de latência do EBV (Motsch et al, 2007). 
O miR-155 está comumente aumentado em amostras de tecido tumoral de LDGCB. 
Existem estudos que demonstram que a LMP1 do EBV ativa a via AKT e aumenta a 
expressão deste miRNA contribuindo para a resistência a imunoterapia com anti -CD20 
(Kim et al, 2012). 
Alguns miRNAs, específicos do vírus, foram identificados em amostras de linfomas 
de Burkitt em pacientes infectados por EBV (cepa B95-8), a saber: ebv-miR-BHRF1-1, 
ebv-miR-BHRF1-2, ebv-miR-BHRF1-3, ebv-miR-BART1 e ebv-miR-BART2 (http://www. 
mirbase.org). 
Sabe-se que ebv-miR-BHRF1 promove transformação de células B, proliferação 
celular e impede a apoptose, ebv-miR-BART17 diminui a expressão de BCL6, podendo 
ativar a via NF-Kappa B (Martin-Perez et al, 2012). Imig et al (2010) demonstram aumento 
da expressão de ebv-miR-BART2 e ebv-miR-BART22 em pacientes com diagnóstico de 
LDGCB EBV positivos.  
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O entendimento da homologia entre os miRNAs humanos e virais pode trazer 
alguma luz para a compreensão de como esses pequenos RNAs não codificantes devem 
interferir na gênese do EBV+DLBCLe, controlando vias importantes para o 
desenvolvimento e manutenção do tumor.   
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
  Material e Métodos 28 
 
 
3.1 Casuística: o estudo piloto 
Cento e vinte quatro casos de pacientes com diagnóstico de linfoma não-Hodgkin difuso 
de grandes células B (LDGCB), atendidos no Hospital São Paulo da UNIFESP/EPM, no período 
de 2000 a 2010, apresentaram blocos de parafina disponíveis no Departamento de Patologia para 
análises imuno-histoquímicas e moleculares.  
 Dos 124 casos de LDGCB, 71 pacientes apresentaram idade igual ou maior do que 50 
anos ao diagnóstico e foram analisados nesse estudo. 
Todos os casos elegíveis corresponderam a LDGCB, sendo excluídos: casos HIV 
positivos, pacientes com história de imunodeficiência congênita ou linfoma prévio, doença 
linfoproliferativa pós-transplante, linfomas primários de SNC e linfomas primários cutâneos. 
Assim, 69 casos foram considerados LDGCB sem outras especificações e dois como 
LDGCB rico em células T. Os dados clínicos referentes aos casos como idade, gênero, 
diagnóstico histológico, estadiamento clínico de Ann Arbor e Índice de Prognóstico 
Internacional (IPI) foram obtidos através da consulta a prontuários arquivados na Disciplina de 
Hematologia do Hospital São Paulo e estão representados no Anexo 1. 
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3.1.1 Ampliação da casuística: o estudo multicêntrico 
Como o número esperado de pacientes com LDGCB EBV+ com mais de 50 anos deveria 
corresponder a menos de 10% da casuística inicial, sendo esses os “verdadeiros” linfomas 
difusos de grandes células B do idoso EBV+, contamos com a colaboração do Dr. Antônio Hugo 
José Fróes Marques Campos, do A.C. Camargo Cancer Center, que dispõe de um banco de 
amostras de LDGCB já testadas para EBV (ISH para EBER), obtidas de estudo multicêntrico 
anterior para ampliarmos nossa casuística (Anexo 1) e validarmos os resultados obtidos no 
estudo piloto. 
 Dessa forma, após a aprovação dos respectivos Comitês de Ética em Pesquisa e dos 
Patologistas de cada um dos serviços, pudemos contar com mais 23 casos de EBV+DLBCLe: 
A.C. Camargo Cancer Center (seis casos), Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) 
(três casos), Santa Casa de Misericórdia de São Paulo (cinco casos), Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo (USP) (quatro casos) e Hospital de Câncer de Barretos (quatro 
casos). Além dos mencionados, acrescentamos também um caso novo do Hospital São Paulo 
atendido em 2013.  
Assim, totalizamos 94 casos com idade igual ou maior do que 50 anos, sendo 29 
EBV+DLBCLe e 65 LDGCB EBV negativos.  
3.2 Aspectos éticos  
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da UNIFESP/EPM 
em 29 de outubro de 2010 (CEP n.1534/10) e foi realizado mediante ciência e autorização da 
Chefe do Departamento de Patologia do Hospital São Paulo (Anexos). 
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Com a ampliação da casuística, obtivemos também a aprovação dos CEPs das demais 
instituições colaboradoras, bem como autorização dos Chefes dos Departamentos de Patologia 
para uso dos blocos de parafina (Anexos).  
Todos os Patologistas envolvidos no estudo são co-autores dos resumos enviados a 
Congressos Nacional e Internacional (Anexos) e serão co-autores da(s) publicação(ões) 
relacionada(s) a essa tese de doutorado.  
3.3 Preparação do tissue microarray (TMA) a partir de blocos de parafina das amostras 
tumorais 
A partir dos blocos de parafina obtidos (biópsia do linfonodo ou massa tumoral), 
construímos um TMA utilizando o equipamento Beecher Instruments (Estigen,Tartu, Estônia) 
conforme especificações de Almeida et al (2008). Cada caso do estudo piloto foi avaliado por 
patologista experiente (Prof. Dr. Antônio Correa Alves) por meio de lâmina corada com 
hematoxilina e eosina, para confirmação histológica e demarcação da área a ser perfurada para a 
construção do TMA. 
Todas as lâminas demostraram ter mais de 70% de área tumoral, isto é, eram 
representativas de tumor e não apresentavam necrose tecidual significante. Os blocos 
apresentaram quantidade de material suficiente para realização de cortes precisos no formato de 
cilindro, com diâmetro de um milímetro e devida inserção no bloco receptor, em duplicata.  
No TMA também foram inseridos dois casos de tonsilas palatinas normais obtidas no 
Departamento de Patologia do Hospital São Paulo da UNIFESP/EPM, também em duplicata, que 
serviram como controle de tecido na avaliação imuno-histoquímica. Posteriormente, o bloco de 
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TMA foi cortado em diferentes níveis, compreendendo porção inicial, intermediária e final das 
amostras para obtenção de lâminas (triplicata) a serem avaliadas por imuno-histoquímica.  
3.4 Análise imuno-histoquímica das lâminas obtidas a partir do tissue microarray 
O estudo de hibridação in situ (ISH) realizado para identificação dos casos EBV+ dentre 
os casos inseridos no TMA foi feito  em   três   lâminas  coradas   por   sonda   específica   para      
Epstein-Barr Encoded  RNA  (EBER-1)  (ZytoVision, Bremerhaven, Alemanha)  utilizando-se  o  
hibridizador Dako (Carpinteria, CA, EUA). 
O critério de positividade do EBER nos casos de EBV+DLBCLe é variável na literatura, 
sendo que a maioria dos trabalhos considera 50% de positividade um bom critério para 
classificar o LDGCB EBV relacionado (Wada et al, 2011). Esta etapa foi realizada no 
Laboratório de Imuno-histoquímica do Departamento de Patologia e as especificações da técnica 
estão descritas no Anexo 2. As lâminas foram analisadas por dois observadores (TAA e ACA). 
A seguir ilustramos um caso positivo e um caso negativo para o teste de ISH para EBV 
(EBER-1) realizados em amostras de pacientes com diagnóstico de LDGCB incluídos no estudo.  
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Figura 4. Fotodocumentação de tecido infiltrado por LDGCB, para detecção do EBER-1 
do vírus Epstein-Barr (EBV) por hibridação in situ (ISH) (amplificação 40X). A) caso 
positivo; B) caso negativo. 
B 
A 
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Também foram avaliados os seguintes marcadores, com intuito de classificar os casos de 
acordo com a origem celular (algoritmo de Hans et al, 2004) e em subgrupos de importância 
prognóstica (algoritmo de Salles et al, 2011): CD10, Bcl-6, MUM-1, Bcl-2 e Ki-67 (três lâminas 
do bloco de TMA para cada marcador). A etapa da execução das reações imuno-histoquímicas 
foi terceirizada ao Laboratório Bacchi – Consultoria em Patologia. A Tabela com especificações 
dos anticorpos utilizados encontra-se no Anexo 3 e o detalhamento da técnica executada está 
descrito no Anexo 4. 
As imagens das lâminas foram capturadas no equipamento ScanScope AT Turbo (Aperio 
Technologies, Vista, CA, EUA) no A. C. Camargo Cancer Center, sob a supervisão da Dra. 
Maria Dirlei Begnami. 
A análise das lâminas foi realizada por dois observadores independentes através de 
método semi-quantitativo no Departamento de Patologia da UNIFESP (TAA e ACA).  Nessa 
etapa, também houve a participação da doutoranda Natália M. Borges, que compartilha parte da 
casuística em sua tese de doutorado.  
A reação foi considerada positiva conforme os cutoffs estabelecidos em cada um dos 
algoritmos citados sendo: maior ou igual a 30% para os marcadores CD10, Bcl-6 e MUM-1; e 
maior ou igual a 75% para Bcl-2 e Ki-67.  
Após a avaliação de cada uma das três lâminas para cada marcador, levamos em 
consideração para decidir o resultado final, aspectos como a qualidade do material, a 
concordância entre duas ou mais lâminas e a mediana dos três escores, nessa ordem de 
importância.  
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Figura 5.   Fotodocumentação de tecido infiltrado por LDGCB de casos do estudo piloto, 
evidenciando coloração imuno-histoquímica para o marcador CD10 (clone 56C6, 
camundongo, Dako, CA, EUA) (amplificação 10X).  A) caso positivo; B) caso negativo. O 
critério de positividade para este marcador foi considerado maior ou igual a 30%.  
 
 
 
A)                                                                  B) 
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Figura 6.  Fotodocumentação de tecido infiltrado por LDGCB de casos do estudo piloto, 
evidenciando coloração imuno-histoquímica para o marcador Bcl-6 (clone LN22, 
camundongo, Novocastra, IL, EUA) (amplificação 10X).  A) caso positivo; B) caso negativo. 
O critério de positividade para este marcador foi considerado maior ou igual a 30%.  
 
 
 
A)                                                                  B) 
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Figura 7.   Fotodocumentação de tecido infiltrado por LDGCB de casos do estudo piloto, 
evidenciando coloração imuno-histoquímica para o marcador MUM-1 (clone EAU32, 
camundongo, Novocastra, IL, EUA) (amplificação 10X).  A) caso positivo; B) caso negativo. 
O critério de positividade para este marcador foi considerado maior ou igual a 30%.  
 
 
 
 
A)                                                                  B) 
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Figura 8.   Fotodocumentação de tecido infiltrado por LDGCB de casos do estudo piloto, 
evidenciando coloração imunohistoquímica para o marcador Bcl-2 (clone 124, 
camundongo, Dako, CA, EUA) (amplificação 10X).  A) caso positivo; B) caso negativo. O 
critério de positividade para este marcador foi considerado maior ou igual a 75%.  
 
 
 
A)                                                                  B) 
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Figura 9.   Fotodocumentação de tecido infiltrado por LDGCB de casos do estudo piloto, 
evidenciando coloração imunohistoquímica para o marcador Ki67 (clone MIB, 
camundongo, Dako, CA, EUA) (amplificação 10X).  A) caso positivo; B) caso negativo. O 
critério de positividade para este marcador foi considerado maior ou igual a 75%.  
 
 
A)                                                                  B) 
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Figura 10. Resumo esquemático do algoritmo de Hans et al (2004). Permite a classificação 
dos casos de LDGCB em origem do centro germinativo (GCB) e origem fora do centro 
germinativo (não-GCB) de acordo com a positividade ou não dos anticorpos CD10, Bcl-6 e 
MUM-1. É considerado GCB o tecido tumoral que apresentar positividade para o CD10 
e/ou Bcl-6 (no caso deste último com MUM-1 negativo). Já os não-GCB apresentam 
negatividade para CD10 e positividade para MUM-1. O critério de positividade adotado no 
algoritimo é maior ou igual a 30% para cada um dos marcadores.   
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Figura 11. Representação esquemática do algoritmo de Salles et al (2011). Permite a 
classificação dos casos de LDGCB em subgrupos de importância prognóstica: Grupo 1, 
Grupo 2, Grupo 3 e Grupo 4 com sobrevida global em 4 anos respectivamente de 95%, 
62%, 54% e 26% (na era pré-rituximabe) e 94%, 81%, 62% e 45% (na era pós-
rituximabe). Baseia-se na combinação de dados do Índice de Prognóstico Internacional 
(IPI) com a positividade ou não de marcadores como Bcl-2 e Ki67. O IPI, por sua vez, é 
dividido em baixo (0 ou 1 ponto); intermediário-baixo (2 pontos); intermediário-alto (3 
pontos) e alto (4 ou 5 pontos); sendo os pontos considerados pela presença de fatores 
estabelecidos como idade maior do que 60 anos; desidrogenase lática (DHL) maior do que 
limite superior; estádio clínico de Ann Arbor III ou IV; baixo performance status de acordo 
com o Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) e envolvimento de mais de um órgão 
extranodal.  
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3.5 Extração de RNA  
As amostras de tecido tumoral dos estudos piloto e multicêntrico foram obtidas a partir de 
cortes de 40 -80 µm do bloco de parafina e inseridas em tubos eppendorf de 1,5 mL. A coleta 
deste material foi efetuada em duplicata. Além dos 94 casos referentes a pacientes com 
diagnóstico de LDGCB, também foram utilizadas nesta etapa 8 tonsilas palatinas que 
funcionaram como controles (tecido não tumoral).  
A extração do RNA foi realizada como kit Recover All Total Nucleic Acid Isolation for 
FFPET (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo as instruções do fabricante. As 
etapas executadas consistiram em desparafinização, digestão do tecido pela protease, isolamento 
do ácido nucléico, digestão do ácido desorribonucleico pela nuclease (DNAse) e purificação 
final do RNA. 
 A quantificação e a análise qualitativa do RNA total foram determinadas por meio de 
espectrofotômetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA) sendo a 
primeira expressa em ng/µL e a segunda avaliada através da razão 260/280. As amostras 
contendo o RNA isolado foram armazenadas a -80ºC (Anexo 7). 
3.5 Síntese de cDNA 
A síntese do cDNA foi realizada em dois momentos: antes do estudo de expressão dos 
miRNAs nas plataformas pré-estabelecidas (piloto) e no momento da validação da expressão dos 
miRNAs selecionados (multicêntrico), baseados em protocolos diferentes. O material armazenado 
contendo RNA total isolado dos casos estudados foi descongelado e devidamente diluído para a 
preparação dos cDNAs seguindo as instruções do protocolo Megaplex Pools for microRNA 
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Expression (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) na etapa inicial e  do protocolo TaqMan 
Small RNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) na etapa de validação, sem 
necessidade de pré-amplificação das amostras. 
3.5.1 Plataformas pré-estabelecidas com miRNAs humanos  (estudo piloto) 
Para promover a síntese do cDNA para esta etapa,  utilizamos 10 ng de RNA total e o 
Megaplex Pools for microRNA Expression. Misturamos a amostra com o material necessário para 
a reação principal (Master mix). Executamos as etapas em gelo para preservar as propriedades dos 
reagentes. O Master mix, por sua vez, era composto de 0,8 µL do Megaplex RT primers (10X), 0,2 
µL de dNTP, 1,5 µL de Multiscribe Transcriptase, 0,8 µL de 10X Reverse Transcription Buffer, 
0,9 µL de MgCl2 (25mM), 0,1 µL de RNAse inhibitor (20U/µL) , 0,2 µL de Nuclease-free water. 
O volume final de cada tubo foi de 7,5µL correspondente a 4,5 µL de Master mix e 3 µL  de 
amostra de RNA. Os tubos foram colocados no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo as instruções do fabricante (2 minutos a 16ºC, 1 
minuto a 42ºC, 1 segundo a 50ºC e 5 minutos a 85ºC). As amostras contendo os cDNAs foram 
armazenadas a uma temperatura entre-15ºC e 25ºC.  
3.5.2 Validação por PCR em tempo real (estudo multicêntrico) 
Para promover a síntese do cDNA para essa etapa, utilizamos 10 ng de RNA total e o 
TaqMan Small RNA Assays. Misturamos a amostra com o material necessário para reação principal 
(Master mix), executamos as etapas em gelo.O Master mix, por sua vez, era composto de 0,15 µL 
de dNTP, 1 µL de Multiscribe Transcriptase , 1,5 µL de 10X Reverse Transcription Buffer, 0,19 
µL de RNAse inhibitor (20U/µL) , 7,16 µL de Nuclease-free water. O volume final de cada tubo 
foi de 15µL correspondente a 10 µL de master mix, 3 µL de primer e 2 µL  de amostra de RNA. 
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Os tubos foram colocados no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, EUA) seguindo as instruções do fabricante (30 minutos a 16ºC, 30 minutos a 42ºC e 5 
minutos a 85ºC). As amostras contendo os cDNAs foram armazenadas a  -15ºC e 25ºC.  
3.6 Plataforma para análise do perfil de expressão de miRNAs humanos por qPCR 
Para essa etapa, foram selecionadas quatro amostras de casos EBV+ e quatro amostras de 
casos EBV negativos. A seleção dos casos foi pareada, sendo escolhidos aqueles com 
quantidades amostrais suficientes e igualmente distribuídos porgênero, idade e IPI.  
No experimento utilizamos 6µL do produto Megaplex RT (contendo o cDNA previamente 
preparado), 450 µL de TaqMan Universal Master mix e 444 µL de Nuclease-free water (volume 
final de 900 µL). Assim, 100 µL desta solução foi distribuída em cada array em plataformas pré-
estabelecidas, cartões A e B, contendo 384 miRNAs humanos conforme o protocolo Running 
Taqman Low Density Arrays on 7900 HT Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, EUA).  
Esta etapa foi realizada no A.C. Camargo Cancer Center no equipamento 7900 Real Time 
PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA) sob a supervisão da equipe do Prof. Dr. 
Fernando Augusto Soares. O método de normalização utilizou o miRNA endógeno RNU48, 
identificado como o mais estável nas amostras por meio do software Normfinder (Andersen et al, 
2004) disponível em http://www.moma.dk/normfinder-software, e o miRNA U6 recomendado 
pelo fabricante. 
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Figura 12. Desenho do cartão contendo 384 miRNAs humanos (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, EUA) e do equipamento 7900 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, 
CA).  
3.8 Validação da expressão de miRNAs diferencialmente expressos por qPCR  
 Os miRNAs selecionados na etapa anterior foram comparados entre dois grupos: 
EBV+DLBCLe (29 casos) versus LDGCB EBV negativos (65 casos). A reação de qPCR, para 
fins de validação dos miRNAs diferencialmente expressos, foi realizada através do equipamento 
ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A 
razão de expressão relativa do miRNA alvo foi normalizada pelo melhor controle endógeno 
(miRNA RNU48).  
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 Amostras de 8 tonsilas palatinas (produtos de amigdalectomia) EBV + (após ISH para 
EBV, EBER-1), cedidas pelo Departamento de Patologia do Hospital São Paulo da 
UNIFESP/EPM, serviram como calibradores (controle positivo). 
3.9 Cálculo da expressão relativa  
 O cálculo da expressão relativa levou em consideração o nível da expressão do miRNA 
alvo em relação ao normalizador RNU48 nas amostras tumorais, através da equação 2-∆CT 
(Schmittgen et al, 2000; Livak et al, 2001).Os miRNAs foram considerados diferencialmente 
expressos utilizando o cutoff 1,5 (Goni et al, 2009). 
3.10 MiRNAs humanos identificados como diferencialmente expressos: análise 
comparativa com miRNAs do EBV 
 Esta etapa será detalhada na seção Resultados uma vez que a metodologia e os 
resultados estão intimamente relacionados.  
3.11 Avaliação de vias e alvos dos miRNAs envolvidos no estudo 
 Identificamos vias e alvos dos miRNAs envolvidos no estudo através das seguintes 
ferramentas: MiRBase disponível em (http://www.mirbase.org); miRDip 
(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/); GeneCards (http://www.genecards.org); Gene Reference Into 
Function (GeneRIF) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene); Database for Annotation Visualization 
and Integrated Discovery (DAVID) versão 6.7 (http://david .abcc.ncifcrf.gov) e Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (http://www.genome.jp/kegg).  
3.12 Análise estatística  
  Material e Métodos 46 
 
 
 As análises foram interpretadas no ambiente estatístico matemático “R” (http://www.r-
project.org) por testes não-paramétricos como Rank products (pacote RankProd) e Wilcoxon 
rank-sum (R-stats) sob supervisão da Dr
a.
 Adriane Feijó Evangelista do Hospital de Câncer de 
Barretos.  
 Para avaliar a presença de possíveis diferenças entre os grupos EBV + e EBV negativo 
em relação às variáveis clínicas, utilizamos o teste do Qui-quadrado. Para estimar a significância 
da diferença entre as medianas da expressão relativa dos miRNAs nos grupos  EBV + e EBV 
negativo foi utilizado o teste de Mann–Whitney, sendo consideradas significantes as diferenças 
com valor de p < 0,05.  
 A curva ROC foi construída para avaliar sensibilidade, especificidade, valor preditivo 
positivo e negativo dos miRNAs que apresentaram comportamento biológico distinto entre os 
grupos EBV+ e negativo e que poderiam figurar como possíveis biomarcadores da doença em 
estudo.  
 A sobrevida global (SG) foi calculada como o tempo transcorrido entre a data do 
diagnóstico, isto é, data da realização da biópsia e o óbito relacionado à doença. Óbitos não 
relacionados à doença ou abandonos foram censurados. As curvas de SG foram confeccionadas 
de acordo com o método de Kaplan-Meier (Kaplan, Meier, 1958) e comparadas utilizando-se os 
testes Log-rank e Breslow.  Quando o teste resultou em p < 0,05 para os dois testes, a diferença 
entre as curvas foi considerada significativa.  
 As análises estatísticas, os gráficos de expressão gênica e as curvas de sobrevida foram 
realizados com o programa GRAPHPAD Prism versão 6.0 (http://www.graphpad.com).  
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Figura 13. Representação esquemática do desenho do estudo: seleção de casos EBV+DLBCLe 
por ISH para EBER-1; análise comparativa de casos de LDGCB EBV+ e EBV- por plataformas 
pré-estabelecidas  de  miRNAs  humanos;  validação  por  qPCR dos miRNAs diferencialmente 
expressos.
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4.  RESULTADOS 
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4.1 Casuística  
 Os dados clínicos dos pacientes inseridos no estudo distribuídos por gênero, idade, 
estádio clínico de Ann Arbor, presença ou não de envolvimento extranodal e IPI estão 
representados no Anexo 1. Os 71 casos correspondem a pacientes atendidos no Hospital São 
Paulo da UNIFESP entre 2000 e 2010 com diagnóstico de LDGCB. Sessenta e nove deles 
correspondem a LDGCB sem outras especificações e dois deles a LDGCB rico em T 
mencionados no Anexo 1. Posteriormente, foi realizada a ampliação da casuística com 23 casos 
de EBV+DLBCLe.  
 Podemos notar que a idade nos 29 pacientes com EBV+DLBCLe variou de  51 a 88 anos, 
com mediana de 67 anos. Havia 12 pacientes masculinos e 17 femininos, 63% apresentaram 
estádio avançado de Ann Arbor, 40,7% tiveram sintomas B e 20,7% comprometimento 
extranodal. Os sítios extranodais acometidos foram trato gastrointestinal, pele e mama. Quanto 
ao IPI, 54,5% apresentaram escore < ou = 2 e 45,5% escore > 2 (Tabela 4).  
A mediana de idade no grupo EBV negativo foi de 63 anos variando de 50 a 85 anos. 
Houve discreto predomínio do sexo feminino em relação ao masculino. Observamos que 61,5% 
dos pacientes apresentaram estádio avançado de Ann Arbor avançado e 69,3% apresentaram 
sintomas B. Verificamos que 38,1% apresentaram comprometimento extranodal. Os sítios 
extranodais acometidos foram principalmente trato gastrointestinal, mas também pele, mama, 
pleura, rins, testículo e tireóide. O IPI foi considerado < ou = 2 em 45,2% dos casos e > 2 em 
54,8% dos casos (Tabela 4). A comparação entre os dois grupos não mostrou diferença 
estatística em relação às características clínicas citadas, exceto presença de sintomas B, que foi 
mais prevalente no grupo EBV negativo (69,3% versus 40,7%, p = 0,0108, teste Qui-quadrado).  
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Tabela 4. Características clínicas dos pacientes com idade maior ou igual a 50 anos portadores 
de LDGCB, de acordo com a positividade para EBV por ISH.  
 
      
 
EBV + 
 
EBV -  
 
p* 
Idade (anos) 
     
 
Mediana 67 (51-88 anos) 
 
Mediana 63 (50-85 anos) 
  
< 50 0 
 
0 
  
> ou = 50  29 (100%) 
 
65 (100%) 
  
> = 70  10 (34,5%) 
 
24 (36,9%) 
  
 
     
Gênero 
     
Masculino 12 (41,4%) 
 
29 (44,6%) 
 
0,7701 
Feminino 17 (58,6%) 
 
36 (55,4%) 
  
 
     
Estadiamento de Ann Arbor 
     
I e II 10 (37%) 
 
25 (38,5%) 
 
0,8980 
III e IV 17 (63%) 
 
40 (61,5%) 
  
ND 2 
 
0 
  
 
     
Sintomas B  
     
Ausência 16 (59,3%) 
 
20 (30,7%) 
 
0,0108 
Presença 11 (40,7%) 
 
45 (69,3%) 
  
ND 2 
 
0 
  
 
     
Envolvimento extranodal 
     
Ausência 23 (79,3%) 
 
39 (61,9%) 
 
0,0980 
Presença 6 (20,7%) 
 
24 (38,1%) 
  
ND 0 
 
2 
  
 
     
IPI 
     
< ou =2 12 (54,5%) 
 
28 (45,2%) 
 
0,4490 
> 2  10 (45,5%) 
 
34 (54,8%) 
  
ND 7 
 
3 
  
 
     
      
 
ND = não disponível       
IPI = Índice de Prognóstico Internacional 
* teste Qui-quadrado     
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4.2 Classificação das amostras de acordo com a hibridação in situ para EBV 
Após o teste de hibridação in situ para EBV, identificamos, no grupo piloto da UNIFESP, 
8,5% (6/71) de casos EBV+ (Tabela 5). Todos os casos que expressaram EBER-1 tiveram 
positividade do marcador acima de 50%, sendo que a maioria deles esteve positiva em 
praticamente todo o tecido tumoral.  
Os 23 casos de pacientes com EBV+DLBCLe inseridos com a ampliação da casuística 
(estudo multicêntrico) já haviam sido testados para ISH para EBV pelo mesmo método 
(Anexo1). 
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Tabela 5. Frequência de positividade para o teste de hibridação in situ para EBV nos potenciais 
candidatos a EBV+DLBCLe, isto é, em pacientes com idade igual ou superior a 50 anos com 
diagnóstico de LDGCB atendidos no Hospital São Paulo da UNIFESP no período de 2000 a 2010 
(estudo piloto).   
 
 
 
 
 
 
   
 
      Casos  
  
N (%)  
      
      
 
 
 
   EBER-1 + 
 
6 (8,5%) 
      EBER-1 - 
 
65 (91,5%) 
      
          Total  
  
71 (100%) 
      
          
 
 
 
 
 
 
ISH = hibridação in situ  
 
      EBV = Epstein-Barr vírus 
       EBER = Epstein-Barr virus-encoded small RNA 
     
          
Fotodocumentação evidenciando coloração positiva 
(marrom) para EBER-1 de um dos casos do estudo 
(40X). 
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4.3 Classificação imuno-histoquímica de acordo com algoritmo de Hans 
 Os 94 casos de LDGCB acima de 50 anos foram avaliados por patologista experiente e 
classificados de acordo com a origem celular em centro germinativo (GCB) ou fora do centro 
germinativo (não-GCB), conforme o Algoritmo de Hans et al (2004). 
 No grupo EBV+, 28% dos casos foram considerados GCB e 72% não-GCB. Estes 
resultados podem ser visualizados na Tabela 6 e no Anexo 5. 
 No grupo EBV negativo, 51,9% dos casos foram considerados GCB e 48,1% não-GCB 
(Tabela 6 e Anexo 5) . Houve diferença estatística quando comparamos o grupo EBV+ e EBV 
negativo em relação ao algoritmo de Hans (p= 0,0472, teste Qui-quadrado). 
4.4 Classificação imuno-histoquímica de acordo com algoritmo de Salles 
Os casos de LDGCB acima de 50 anos também foram classificados de acordo com o 
Algoritmo de Salles et al (2011).  
No grupo EBV+, o Bcl-2 mostrou-se positivo em 53,5% dos casos e Ki67 alto em 66,7% 
dos casos (Tabela 6 e Anexo 6). Ao combinarmos o IPI com os marcadores imuno-
histoquímicos, classificamos os casos nos grupos prognósticos sugeridos pelo algoritmo: Grupo 
1 (23,8%), Grupo 2 (14,3%), Grupo 3 (47,6%), Grupo 4 (14,3%) dos casos. Os resultados das 
reações imuno-histoquímicas são demonstrados na Tabela 6 e no Anexo 6 . 
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            Já no grupo EBV negativo, para os mesmos cutoffs, o Bcl-2 foi positivo, em 56,5% dos 
casos e Ki67 em 89,5% dos casos (Anexo 6). Os casos foram classificados em Grupo 1( 8,5%), 
Grupo 2 (18,6%), Grupo 3 (47,5%), Grupo 4 (25,4%) dos casos (Tabela 6 e Anexo 6). 
Notamos que tanto para os casos EBV+ quanto EBV negativo houve predomínio dos 
casos nos subgrupos de pior prognóstico, isto é, Grupo 3 e Grupo 4. Porém, não houve diferença 
estatística entre os grupos EBV+ e EBV negativo, quando combinamos Grupos1+2 e Grupos 
3+4 (p = 0,3459, teste Qui-quadrado).  
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Tabela 6 - Resultado da classificação imuno-histoquímica de acordo com os algoritmos de Hans 
et al (2004) e de Salles et al (2011), nos 94 casos de LDGCB com idade igual ou superior a 50 
anos, avaliados de acordo com positividade para EBV por ISH.        
     
 
 EBV + EBV -  p* 
Classificação de Hans et al (2004)  
   
GCB  7 (28%) 28 (51,9%) 0,0472 
Não-GCB  18 (72%) 26 (48,1%) 
 
NC  4 11 
 
 
 
   
Classificação de Salles et al (2011)  
   
Grupo 1  5 (23,8%) 5 (8,5%) 
 
Grupo 2  3 (14,3%) 11 (18,6%) 
 
Grupo 3   10 (47,6%) 28 (47,5%) 
 
Grupo 4   3 (14,3%) 15 (25,4%) 
 
NC  8 6 
 
 
 
   
Classificação de Salles et al (2011)  
   
(por agrupamento)  
   
Grupo 1 + Grupo 2  8 (38,1%) 16 (27,1%) 0,3459 
Grupo 3 + Grupo 4  13 (61,9%) 43(72,9%) 
 
NC  8 6 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
GCB = padrão centro germinativo (Hans et al, 2004) 
  Não- GCB = padrão não centro germinativo (Hans et al, 2004) 
 NC = não classificável  
     Método empregado = leitura através de microscópio por patologista experiente 
(ACA supervisionando TAA) 
* teste Qui-quadrado 
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4.5 Extração do RNA total das amostras de linfonodos ou massa tumoral 
Os resultados das quantificações das amostras EBV+ identificadas no estudo piloto e 
enumeradas de 1 a 6 foram os seguintes: 1) 323,8ng/µL 2) 366,8 ng/µL 3) 121,5 ng/µL 4) 451,4 
ng/µL 5) 236,8 ng/µL 6) 966 ng/µL. As amostras EBV negativas também tiveram valores 
satisfatórios de acordo com as padronizações exigidas. O resultado da quantificação do RNA 
total de todas as amostras está descrito no Anexo 7. 
Foram selecionadas quatro amostras de casos EBV+ e quatro amostras de casos EBV 
negativos para a etapa da análise da expressão de miRNAs em plataformas pré-estabelecidas 
com miRNAs humanos. A seleção dos casos foi pareada, sendo escolhidos aqueles com 
quantidades amostrais suficientes e igualmente distribuídos por gênero, idade e IPI. Os casos 
selecionados, divididos em quatro positivos e quatro negativos para EBV, tiveram as seguintes 
concentrações de RNA total respectivamente: 1) 323.8ng/µL, 2) 366.8 ng/µL, 3) 451.4 ng/µL, 4) 
966 ng/µL e 5) 2177.9 ng/µL, 6) 210.2 ng/µL, 7) 545.9 ng/µL, 8) 356.8 ng/µL.  
4.6 Avaliação da presença da expressão de miRNAs em amostras EBV+ e EBV negativas 
 Após as análises das plataformas contendo miRNAs humanos, aqueles que se mostraram 
diferencialmente expressos nos grupos EBV+ e EBV negativo foram representados graficamente 
na Figura 14. As áreas de intersecção exibem o número de miRNAs candidatos à validação na 
próxima etapa, avaliados simultaneamente por dois métodos estatísticos (Rank products e 
Wilcoxon) ou mais de um normalizador (RNU48 e U6). São eles: hsa-let-7g, hsa-miR-126, hsa-
miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150, hsa-miR-151 e hsa-miR-222. O hsa-miR-151 foi 
considerado com diminuição da expressão e os demais com aumento de expressão no grupo 
EBV+ em relação ao grupo EBV negativo.   
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Figura 14. Representação esquemática pelo diagrama de Venn da avaliação de miRNAs 
diferencialmente expressos entre os quatro casos EBV+DLBCLe e os quatro casos de LDGCB 
EBV negativos considerando dois normalizadores (RNU48 e U6) e dois métodos estatísticos 
diferentes (Rank products e Wilcoxon). A) miRNAs identificados como diferencialmente 
expressos pelo método estatístico Rank Products, usando o normalizador RNU48; B) miRNAs 
identificados como diferencialmente expressos pelo método estatístico Rank Products usando o 
normalizador U6; C) miRNAs avaliados pelo método estatístico Wilcoxon através do 
normalizador RNU48. As áreas de intersecção exibem o número de miRNAs identificados como 
diferencialmente expressos, avaliados concomitantemente por mais de um método ou mais de 
um normalizador. Esses são os sete miRNAs que serão avaliados nas próximas etapas. 
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4.7 Expressão dos miRNAs diferencialmente expressos no grupo EBV+ comparado com 
EBV negativo:  validação por qPCR  
Realizamos a análise da expressão dos sete miRNAs candidatos em todos os casos de 
LDGCB por qPCR. A comparação entre os 29 casos EBV+DLBCLe (6 do estudo piloto e 23 
adicionados posteriormente no estudo multicêntrico) com 65 casos de LDGCB EBV negativos, 
revelou seis miRNAs diferencialmente expressos entre os dois grupos (Tabela 7). 
Destes, o hsa-miR-126 mostrou-se com aumento de expressão em 75,8 % (mediana 2,14 
versus 0,14, p<0,0001, Mann-Whitney), hsa-miR-146a em 62,1% (mediana 1,92 versus 0,29, p 
<0,0001, Mann-Whitney), hsa-miR-146b em 51,7% (mediana 1,51 versus 0,11, p < 0,0001, 
Mann-Whitney), hsa-miR-150 em 96.5% (mediana 20,54 versus 2,56, p < 0,0001, Mann-
Whitney) e hsa-miR-222 em 31% dos casos de EBV+DLBCLe  (mediana 0,68 versus 0,08, p < 
0,0001, Mann-Whitney) quando os casos EBV+ foram comparados com os EBV negativos. O 
hsa-miR-151 foi considerado com diminuição de expressão em 86,2% (mediana 0,30 versus 
0,09, p<0,0015, Mann-Whitney) e o hsa-let-7g em 72,4% dos casos de EBV+DLBCLe, sendo 
que este último não apresentou diferença de comportamento nos dois grupos estudados (mediana 
0,39 versus 0,41, p=0,9053, Mann-Whitney).Os resultados estão ilustrados nas Figuras 15 a 23. 
Dois miRNAs foram avaliados como possíveis biomarcadores para EBV+DLBCLe após 
avaliação da representação gráfica da expressão relativa nos dois grupos: hsa-miR-146b e hsa-
miR-222.  
Utilizando como cutoff o foldchange de 1,5 o miR-146b apresentou sensibilidade de 
65,2%, especificidade de 91,4 %, valor preditivo positivo de 75 % e valor preditivo negativo de 
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86,9%, Area Under the Curve 0,8849 (ROC curve), quando os casos EBV+ foram comparados 
aos EBV negativos (Figura 19). 
           O hsa-miR-222, apesar de ter diminuição de expressão em menos de 1/3 dos casos, 
apresentou sensibilidade de 31%, especificidade de 98,5%, valor preditivo positivo de 90%, 
valor preditivo negativo de 76,2%, Area Under the Curve 0,8180 (ROC curve) quando os grupos 
EBV+ e negativo foram comparadosutilizando o cutoff de 1,5 (Figura 23). 
Tabela 7. Resumo da validação dos miRNAs humanos diferencialmente expressos nos 29 casos 
de EBV+DLBCLe enos 65 casos de  LDGCB não relacionados ao EBV, através do qPCR. 
 
* O valor de p foi < 0,05 (teste de Mann-Whitney) em seis dos sete miRNAs avaliados (todos, exceto hsa-let-7g). A 
frequência de expressão se refere ao grupo de interesse, isto é, EBV+DLBCLe. A mediana da expressão relativa do 
miRNA  foi comparada entre  grupo EBV+ versus grupo EBV negativo. Nota-se, em especial, no caso do hsa-miR-
151, que o grupo EBV+ tem mediana superior à do grupo EBV negativo, mas considerando um foldchange de 1,5, 
ambos os grupos apresentam diminuição de expressão desse miRNA alvo (no caso do grupo de EBV+DLBCLe 
apenas um caso teve aumento de expressão do miRNA, três tiveram normoexpressão e os demais tiveram 
diminuição de expressão).  
MicroRNA 
N (%) de casos 
EBV+ com aumento de 
expressão do miRNA 
(cutoff> 1,5) 
Mediana da relação de 
expressão  
(casos EBV+ vs. EBV-) 
p* 
    
has-let-7g 
 
 
4 (13,8%) 
 
 
 
0,39 vs.0,41 
 
0,9053 
 
hsa-miR-126 22 (75,8%) 2,14 vs. 0,14  < 0,0001 
hsa-miR-146a 18 (62,1%) 1,92 vs. 0,29 < 0,0001 
hsa-miR-146b 15 (51,7%) 1,51 vs. 0,11 < 0,0001 
hsa-miR-150 28 (96,5%) 20,54 vs. 2,56 < 0,0001 
hsa-miR-151 1 (3,4%) 0,30 vs. 0,09 0,0015 
hsa-miR-222 9 (31%) 0,68 vs. 0,08 < 0,0001 
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Figura 15. Expressão relativa do miRNA hsa-let-7g entre os casos de LDGCB não relacionados 
ao EBV e EBV+DLBCLe por qPCR. Não houve diferença estatística na comparação das 
medianas dos dois grupos estudados (mediana 0,39 vs. 0,41, p= 0,9053, teste de Mann-Whitney).  
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Figura 16. Expressão relativa do hsa-miR-126 entre os casos de LDGCB não relacionados ao 
EBV e EBV+DLBCLe por qPCR. Houve diferença estatisticamente significante entre as 
medianas dos dois grupos, sendo que o grupo EBV+DLBCLe apresentou aumento de expressão 
do hsa-miR-126 em relação ao grupo EBV negativo (mediana 2,14 vs. 0,14, p< 0,0001, teste de 
Mann-Whitney).  
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Figura 17. Expressão relativa do hsa-miR-146a entre os casos de LDGCB não relacionados ao 
EBV e EBV+DLBCLe por qPCR. Houve diferença estatisticamente significante entre as 
medianas dos dois grupos, sendo que o grupo de EBV+DLBCLe apresentou aumento de 
expressão do hsa-miR-146a em relação ao grupo EBV negativo (mediana 1,92 vs. 0,29, p< 
0,0001, teste de Mann-Whitney). 
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Figura 18. Expressão relativa do hsa-miR-146b entre os casos de LDGCB não relacionados ao 
EBV e EBV+DLBCLe por qPCR. Houve diferença estatisticamente significante entre as 
medianas dos dois grupos, sendo que o grupo de EBV+DLBCLe apresentou aumento de 
expressão do hsa-miR-146b em relação ao grupo EBV negativo (mediana 1,51 vs. 0,11, p< 
0,0001, teste de Mann-Whitney). Nota-se que há apenas um caso (seta) no grupo EBV negativo 
com foldchange maior do que 1,5, considerado limite para aumento de expressão dos miRNAs 
nesse estudo.   
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Figura 19. Representação gráfica da curva ROC do hsa-miR-146b. O miR-146b apresentou 
sensibilidade de 65,2%, especificidade de 91,4 %, valor preditivo positivo de 75% e valor 
preditivo negativo de 86,9%, quando os casos EBV+ foram comparados aos EBV negativos. O 
número total de casos analisados foi 91, sendo 29 casos de EBV+DLBCLe e 62 casos de 
LDGCB EBV negativos (três não avaliáveis). O cutoff para considerarmos aumento de expressão 
do miRNA alvo foi 1,5. 
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Figura 20. Expressão relativa do hsa-miR-150 entre os casos de LDGCB não relacionados ao 
EBV e EBV+DLBCLe por qPCR. Houve diferença estatisticamente significante entre as 
medianas dos dois grupos, sendo que o grupo de EBV+DLBCLe apresentou aumento de 
expressão do hsa-miR-150 em relação ao grupo EBV negativo (mediana 20,54 vs. 2,56, 
p<0,0001, teste de Mann-Whitney).   
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Figura 21. Expressão relativa do hsa-miR-151 entre os casos de LDGCB não relacionados ao 
EBV e EBV+DLBCLe por qPCR. Houve diferença estatisticamente significante entre as 
medianas dos dois grupos, sendo que o grupo de EBV+DLBCLe apresentou aumento de 
expressão do hsa-miR-151 em relação ao grupo EBV negativo (mediana 0,30 vs. 0,09, p 
<0,0015, teste de Mann-Whitney). Porém, de um modo geral, ambos os grupos apresentaram 
expressão baixa, isto é, foldchange menor do que 1,5. Apenas um caso (seta) apresentou 
expressão acima de 1,5.  
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Figura 22. Expressão relativa do hsa-miR-222 entre os casos de LDGCB não relacionados ao 
EBV e EBV+DLBCLe por qPCR. Houve diferença estatisticamente significante entre as 
medianas dos dois grupos, respectivamente, 0,08 e 0,68 (p < 0,0001, teste de Mann-Whitney) 
sendo que o grupo de EBV+DLBCLe apresentou aumento de expressão do hsa-miR-222 em 
relação ao grupo EBV negativo . Nota-se que há apenas um caso (seta) no grupo EBV negativo 
com valor acima de 1,5, considerado limite para aumento de expressão do miRNA nesse estudo. 
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Figura 23. Representação gráfica da curva ROC do hsa-miR-222. O miR-222 apresentou 
sensibilidade de 31%, especificidade de 98,5%, valor preditivo positivo de 90% e valor preditivo 
negativo de 76,2%, quando os casos EBV+ foram comparados aos EBV negativos. O cutoff para 
considerarmos aumento de expressão do miRNA alvo foi 1,5. 
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Notamos na Figura 22 que o grupo EBV+ apresentou duas subpopopulações com 
comportamento distinto no que se refere a expressão relativa do hsa-miR-222. Assim, analisando 
separadamente o grupo EBV+ com aumento da expressão do miR-222 identificamos que: 100% 
dos casos eram não-GCB e foram também classificados como de pior prognóstico no algoritmo 
de Salles et al (2011), isto é, grupo 3 ou 4;  85,7%  apresentavam estádio clínico de Ann Arbor 
III ou IV; 71,4% tinham IPI maior do que 2.  
 Já a subpopulação EBV+ com diminuição da expressão do hsa-miR-222 foi classificada 
da seguinte forma: 66,7% dos casos eram não-GCB; 54,5% foram considerados grupo 1 ou 2 de 
Salles et al (2011); 60% apresentavam estadiamento de Ann Arbor entre III e IV e 72,2% tinham 
IPI < ou igual a 2 . 
 O teste do Qui-quadrado foi aplicado para cada um dos parâmetros mencionados e houve 
diferença estatisticamente significante apenas na classificação de Salles et al (2011) em que o 
grupo EBV+, que teve aumento de expressão do  hsa-miR-222 , foi predominantemente 
classificado com grupos 3 e 4 (p=0,0245).  
A Figura 24 resume os resultados do qPCR dos sete miRNAs selecionados para validação 
no estudo multicêntrico. Manualmente, através de cores vermelho (aumento de expressão, > 1,5), 
cinza (normoexpressão, 0,66 a 1,5) e verde (diminuição de expressão, < 0,66), simulamos o 
perfil de assinatura de miRNAs do EBV+DLBCLe.  
A  Figura  25  mostra o resultado dos cinco  miRNAs  mais  relevantes  no  estudo,  sendo 
excluído  o  hsa-let-7g  por  falta  de  significância estatística e o hsa-miR-151 por diminuição de 
expressão global nos dois grupos. 
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Figura 24. Expressão dos miRNAs em amostras 
de linfonodo ou tecido tumoral dos pacientes 
com diagnóstico de LDGCB EBV positivo e 
negativo do estudo multicêntrico por qPCR. 
Vermelho indica que houve aumento de 
expressão (>1,5); cinza (normoexpressão 0,66-
1,5); verde (diminuição de expressão< 0,66); e 
branco quando o dado não estava disponível. 
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Figura 25. Assinatura sugerida pelo estudo: 
expressão dos miRNAs em amostras de 
linfonodo ou tecido tumoral dos pacientes com 
diagnóstico de LDGCB EBV positivo e 
negativo do estudo multicêntrico por qPCR. 
Vermelho indica que houve aumento de 
expressão (>1,5); cinza (normoexpressão 0,66-
1,5); verde (diminuição de expressão< 0,66); e 
branco quando o dado não estava disponível.  
Excluídos hsa-let-7g e hsa-miR-151.  
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 A mediana da sobrevida global (SG) dos 94 pacientes foi 40,77 meses (Figura 26). A 
análise da curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes do estudo foi realizada para a 
comparação entre os grupos EBV+ versus EBV negativo; IPI baixo, intermediário (incluindo os 
subgrupos intermediário-baixo e intermediário-alto) e alto; origem celular GCB versus não-GCB 
(Hans et al, 2004); e classificação dos subgrupos prognósticos de Salles et al (2001) Figuras 27 a 
30. 
            Observamos nas curvas de SG que a comparação entre os grupos EBV+ e EBV 
negativoteve resultados estatisticamente significantes p= 0,0201 (teste Log-rank) e p= 0,0175 
(teste Breslow). As demais variáveis não apresentaram significância estatística quando 
comparamos a evolução dos grupos. Os resultados da análise univariada podem ser visualizados 
na Tabela 8. 
Tabela 8. Resultado da análise univariada para sobrevida global dos pacientes do estudo. 
As variáveis analisadas incluem os grupos EBV+ versus EBV negativo; IPI baixo, intermediário 
ou alto; GCB versus não-GCB e subgrupos de acordo com o algoritmo de Salles et al (2011). 
Variável Mediana da  
sobrevida global (meses) 
N (%) p 
Status EBV 
 
  EBV+ 10,67 29 (30,9%) 0,0201 (Log-rank) 
EBV- não atingida 65 (69,1%) 0,0175 (Breslow) 
IPI 
 
  Baixo não atingida 17 (20,3%) 0,0562 (Log-rank) 
intermediário 19,77 48 (57,1%) 0,0157 (Breslow) 
Alto 7,17 19 (22,6%) 
 Origem do tumor 
 
  GCB não atingida 35 (44,3%) 0,1396 (Log-rank) 
Não-GCB 10,7 44 (55,7%)  0,0684 (Breslow) 
Classificação de Salles et al 
 
  Grupo 1 14,8 10 (12,5%) 0,1434 (Log-rank) 
Grupo 2 8,31 14 (17,5%) 0,0691 (Breslow) 
Grupo 3 5,03 38 (47,5%) 
 Grupo 4 3 18 (22,5%)  
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Figura 26. Curva de sobrevida global dos pacientes incluídos no estudo. A mediana da 
sobrevida geral do estudo foi de 40.77 meses. 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Curva de sobrevida global dos pacientes incluídos no estudo de acordo com a 
positividade ou não para o teste de hibridação in situ para EBV (EBER-1), isto é, o grupo 
EBV+ versus EBV negativo. 
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Figura 28. Curva de sobrevida global dos pacientes do estudo de acordo com o IPI (baixo, 
intermediário ou alto). 
 
Figura 29. Curva de sobrevida global dos pacientes incluídos no estudo de acordo com a 
origem celular GCB ou não-GCB (algoritmo de Hans et al, 2004). 
  Resultados 75 
 
 
 
Figura 30. Curva de sobrevida global dos pacientes incluídos no estudo de acordo com o 
grupo prognóstico (grupo 1,  grupo 2,  grupo 3 ou grupo 4)  conforme o algoritmo de Salles 
et al (2011).   
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4.8 Avaliação da homologia entre os miRNAs humanos identificados como 
diferencialmente expressos  e miRNAs do EBV 
 Uma vez identificados os miRNAs diferencialmente expressos entre o grupo de casos de 
LDGCB EBV+ e EBV negativos na etapa anterior, e considerando que muitos miRNAs do vírus 
EBV possuem homologia com miRNAs humanos, realizamos pesquisa de homologia dos sete 
miRNAs humanos selecionados com os 44 miRNAs do vírus, através de ferramentas de 
bioinformática,  de acordo com o estudo de Babu et al (2010). No database oferecido pelo 
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center são listados miRNAs diretamente relacionados ao 
EBV, ainda com papéis pouco definidos (http://www.mirbase.org). 
 A pesquisa foi realizada a partir das sequências de nucleotídeos dos miRNAs de 
interesse, tanto humanos como virais, na base de dados http://www.mirbase.org. Com essa 
informação, realizamos a comparação de ambas as sequências para verificação de homologia 
através de um algoritmo de alinhamento de nucleotídeos denominado Needleman-Wunsch, 
disponível em http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/. Considera-se homóloga a sequência que 
obtiver um escore maior do que 40 e uma identidade ao redor de 50% (Babu et al, 2010).  
Identificamos homologia entre dois dos sete miRNAs humanos de interesse  com 
miRNAs virais disponíveis na base de dados. Assim, o hsa-miR-146b demonstrou ser homólogo 
ao ebv-miR-BART3 (escore 63,5 e identidade 49,5%) e o hsa-miR-222 mostrou homologia com 
o ebv-miR-BART17 (escore 95 e identidade 49,6%). Os resultados dos escores e da identidade 
estão nas Figuras 31 e 32. 
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Figura 31. Homologia entre hsa-miR-146b e ebv-miR-BART3, de acordo com algoritmo 
Needleman-Wunsch. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Homologia entre hsa-miR-222 e ebv-miR-BART17, de acordo com algoritmo 
Needleman-Wunsch. 
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4.9 Avaliação de vias e potenciais alvos dos cinco miRNAs  identificados como relevantes 
para a biologia do EBV+DLBCLe 
4.9.1 hsa-miR-146b 
 Não há muitos dados na literatura sobre os alvos e as vias envolvidas diretamente com o 
hsa-miR-146b, diferentemente do hsa-miR-146a, em que existem mais informações. Verificamos 
que não há homologia entre esses dois miRNAs através do algoritmo de Needleman-Wunsch, 
uma vez que a identidade não atingiu valor aproximado de 50% ( Figura 33). Porém, a 
identidade de 44,1% com um alto escore (147,5) não descartam completamente alguma 
associação entre os dois miRNAs. 
 
 
# Aligned_sequences: 2 
# 1: EMBOSS_001 
# 2: EMBOSS_001 
# Matrix: EDNAFULL 
# Gap_penalty: 10.0 
# Extend_penalty: 0.5 
# 
# Length: 111 
# Identity:      49/111 (44.1%) 
# Similarity:    49/111 (44.1%) 
# Gaps:          50/111 (45.0%) 
# Score: 147.5 
#  
# 
#======================================= 
 
EMBOSS_001         1 CCGAUGUGUAUCCUCAGCUUUGAGAACUGAAUUCCAUGGGUUGUGUCAGU     50 
                                ||| .||..|||||||||||||||||.||.|||       
EMBOSS_001         1 -----------CCU-GGCACUGAGAACUGAAUUCCAUAGGCUGU------     32 
 
EMBOSS_001        51 GUCAGACCUCU-GAAAU-----------UCAGUUCUUCAGCUGGGAUAUC     88 
                         ||.|||| |.|||           ||||||||...||..||      
EMBOSS_001        33 ----GAGCUCUAGCAAUGCCCUGUGGACUCAGUUCUGGUGCCCGG-----     73 
 
EMBOSS_001        89 UCUGUCAUCGU     99 
 
EMBOSS_001        74 -----------     73 
 
Figura 33. Pesquisa de homologia entre hsa-miR-146a e hsa-miR-146b, de acordo com 
algoritimo Needleman-Wunsch. Notamos que o valor da identidade é inferior a 50, portanto não 
confirmamos homologia entre os dois miRNAs. 
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Assim, para análise de vias e alvos hsa-miR-146b, utilizamos como referência o seu 
homólogo viral, ebv-BART3, e identificamos que esse miRNA viral inibe o gene supressor 
tumoral INTS6 (NM_001039937) (DICE-1) (Lei et al, 2013). Esse dado foi obtido a partir das 
informações disponíveis no Gene Reference Into Function (GeneRIF) (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Outro alvo descrito é IPO7 conhecido por sua participação em 
processos inflamatórios (Dolken et al, 2010; Riley et al, 2012). 
4.9.2 hsa-miR-222 
 
Utilizando a ferramenta GeneCards (http://www.genecards.org) para predição de alvos 
do hsa-mir-222, obtivemos os seguintes resultados (proteína*, identificador da busca de alvos 
pelo miRTarBase):   
CORO1A (MIRT005791),  ESR1 (MIRT005321),  SELE  (MIRT005715),  PTEN(MIRT005586),  MMP1  
(MIRT000136), BBC3(MIRT005369), STAT5A(MIRT000018), SOD2  (MIRT000135), KIT(MIRT001779), 
 CDKN1B(MIRT000131),  CDKN1C (MIRT000719),SSSCA1(MIRT005790),  PPP2R2A(MIRT003191),  
FOS  (MIRT004485),  TP53 (MIRT005786),  TCEAL1 (MIRT005792),   FOXO3 (MIRT000433),  ICAM1 
(MIRT004595). 
 
 
*BBC3: BCL2 binding component 3; CDKN1B: cyclin-dependent kinase inhibitor 1B; CDKN1B: cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1C ; COROA1:coronin actin binding protein 1A; ESR-1: estrogen receptor 1; FOS:FBJ murine osteosarcoma viral 
oncogene homolog; FOXO3: forkhead box O3; ICAM3: intercellular adhesion molecule 3; KIT: v-kit Hardy-Zuckerman 4 
feline sarcoma viral oncogene homolog, MMP1: matrix metalloproteinase 1; PPP2R2A: protein phosphatase 2 (formerly 2A), 
regulatory subunit B, alpha isoform, PTEN:phosphatase and tensin homolog; SELE:selectin E; SOD2:superoxide dismutase 2; 
SSSCA1: Sjogren syndrome/scleroderma autoantigen 1, STAT5A: signal transducer and activator of transcription 5A; 
TCEAL1:transcription elongation factor A (SII)-like 1; TP53: tumor protein p53.  
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De acordo com as informações disponíveis no Gene Reference Into Function (GeneRIF) 
(http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), encontramos oito possíveis alvos comuns aos dois métodos 
de pesquisa, sendo eles, CDKN1B (p27), CDKN1C (p57), FOS, ICAM1, KIT, PTEN, SOD2 e 
STAT5A (identificados em negrito na lista do Genecards). A relação completa do GeneRIF 
pode ser visualizada no Anexo 8. 
Portanto, o hsa-miR-222 interfere em importantes alvos relacionados à oncogênese. 
Dentre eles encontram-se supressores tumorais como PTEN; além de alvos envolvidos na 
regulação do ciclo celular como CDKN1B (p27), CDKN1C; em vias de transcrição como 
STAT5A; em oncogenes como FOS e KIT; em moléculas de adesão ICAM1 e em estresse 
oxidativo como SOD2. 
Seu miRNA homólogo viral, ebv-BART17,  tem como principal alvo BCLAF1 que, de 
acordo com Riley et al (2012) permite  bloqueio da apoptose celular.  
Tabela 9. Resumo dos principais alvos do hsa-miR-146b (através de seu homólogo ebv-miR-
BART3) e do hsa-miR-222 identificados simultaneamente por ferramentas GeneCards 
(http://www.genecards.org)  e  Gene Reference Into Function  (GeneRIF) (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). 
MiRNA Alvos Função 
  supressor tumoral   hsa-miR-146b INST6 
hsa-miR-222 PTEN supressor tumoral 
hsa-miR-222 CDKN1B (p27), CDKN1C regulação do ciclo celular 
hsa-miR-222 STAT5A vias de transcrição 
hsa-miR-222 FOS, KIT oncogene 
hsa-miR-222 ICAM1 molécula de adesão 
hsa-miR-222 SOD2 estresse oxidativo 
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Ao utilizarmos a ferramenta STRING Protein Network (http://string-db.org), encontramos 
relação de um dos alvos, PTEN, com outras proteínas envolvidas em vias importantes da 
oncogênese como demonstrado na figura a seguir (Figura 34). Os demais achados após busca na 
literatura sobre vias e alvos de interesse nas diversas ferramentas, bem como o seu envolvimento 
com outros tipos de câncer, estão representados nas Figuras 35 a 38.  
 
 
 
Figura 34. Relação de PTEN com outras proteínas, como TP53, importante supressor tumoral; 
FOS que é um oncogene; além do envolvimento do PTEN na via PI3K/AKT, através de sua 
atuação em AKT1, PIK3CG, PIK3CD e PIK3CA. Quanto mais intensa a cor da linha, maior a 
associação entre as proteínas (http://string-db.org). 
Legenda: PTEN: phosphatase and tensin homolog; TP53: tumor protein p53; AKT: v-akt murine thymoma viral 
oncogene homolog 1; FOS: FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog; JUN: jun oncogene; PIK3CA: 
phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide; PIK3CD: phosphoinositide-3-kinase, catalytic, delta 
polypeptide; PIK3CG: phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide;  UBC : ubiquitin C; SLC9A3R1: 
solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 3 regulator 1.  
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Figura 35. Resultado da predição de vias do hsa-miR-146b envolvidas na oncogênese de acordo 
com Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery (DAVID) versão 6.7 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov) e KEGG Pathway Database (http://www.genome. jp/kegg/ 
pathway.html). Os alvos identificados na via identificada em vermelho (pathways in cancer) 
foram: PTGS2, EGLN3, FZD1, SMAD4, RUNX1T1, CDH1, APPL1, CCDC6, NRAS, LAMB3, 
WNT3, RAC2, RHOA, PDGFRB, RARA, RARB, FAS, TRAF6, FN1.  
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Figura 36. Resultado da predição de vias do hsa-miR-222 incluindo as envolvidas na 
oncogênese e na apoptose de acordo com Database for Annotation Visualization and Integrated 
Discovery (DAVID) versão 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov) e Kegg Pathway Database 
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html). Os alvos identificados na via da oncogênese foram: 
TRAF2, FGF5, MITF, TFG, KIT, MMP1, ARNT, FOS, BCL2, PAX8, RHOA, RALA, AXIN2, 
PIK3R1, DVL2, CYCS, IGF1, FZD3, CDK6, MAPK10, RAD51, CTNNA2, MAPK1, CRKL, 
CDKN1B, ETS1, MDM2. E na via da apoptose foram : TRAF2, PRKAR2A, BCL2, IL1RAP, 
CYCS, PPP3R1, APAF1, ATM, PIK3R1.  
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Figura 37. Representação esquemática do resultado da predição geral de alvos do hsa-miR-146 e 
hsa-miR-222 de acordo com a ferramenta mirDIP disponível em http://ophid. utoronto. 
ca/mirDIP. Há quatro alvos em comum para os dois miRNAs, sendo eles: PPP2R5E (protein 
phosphatase 2 regulatory), NFAT5 (nuclear factor of activated T-cells 5), SORT1 (sortilin1) e 
RHOA (RAS homolog gene family, member A).  
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Figura 38. Representação esquemática do hsa-miR-222 que apresenta aumento de expressão em câncer 
de pulmão, mama e próstata e a atuação deste miRNA em alvos de acordo com a ferramenta Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) disponível em http://www.genome.jp/kegg . Legenda: 
BAK1: BCL2-antagonist/killer 1; Bim-1: BES1-interacting Myc-like protein 1;  E2F: E2F transcription factor  gene. 
TIMP3: TIMP (tissue inhibitor of metalloproteases) metallopeptidase inhibitor 3. 
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4.9.3 hsa-miR-126, hsa-miR-146a, hsa-miR-150 
Utilizando a ferramenta GeneCards (http://www.genecards.org) para predição de alvos  
encontramos os seguintes alvos para os demais miRNAs relevantes nesse estudo (proteína*, 
identificador da busca de alvos pelo miRTarBase): 
a) hsa-miR-126 
 
 
b) hsa-miR-146a 
 
 
 
c) hsa-miR-150   
 
 
 
 
*BRCA1:breast cancer type 1 susceptibility protein homolog; CCNA2: cyclin A2; CCNE2 : cyclin E2, CDKN1A: cyclin-
dependent kinase inhibitor 1A; CDKN3: cyclin-dependent kinase inhibitor; CRK: v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog 
; CXCR4: chemokine (C-X-C motif) receptor 4 ; DNMT1: DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1; E2F1: E2F transcription 
factor 1;EGFR: epidermal growth factor receptor; EGR2:early growth response 2;ERBB4: v-erb-a erythroblastic leukemia 
viral oncogene homolog 4; FADD:Fas (TNFRSF6)-associated via death domain ;FAS: Fas (TNF receptor superfamily, member 
6); HOXA9:homeobox A9;IGF2:insulin-like growth factor 2 (somatomedin A),IRAK2:interleukin -1 receptor-associated 
kinase-like 2; IRS1:insulin receptor substrate 1; MYB:v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog; NFKB1:nuclear factor of 
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1; PA2G4: proliferation-associated 2G4 ; PIK3R2: phosphoinositide-3-kinase, 
regulatory  subunit 2 (beta);PLK2: polo-like kinase 2; PTPN7: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 7;P2RX7: 
purinergic receptor P2X; RGS3: regulator of G-protein signaling 3; ROCK1: Rho-associated, coiled-coil containing protein 
kinase 1; SLC45A3: solute carrier family 45;SOX2: SRY (sex determining region Y)-box; SPRED1: sprouty-related, EVH1 
domain containing 1; TRAF6: TNF receptor-associated factor 6; TLR2: Toll-like receptor 2 Precursor;TOM1: target of myb1; 
TWF: twinfilin actin-binding protein homolog; VCAM1: vascular cell adhesion molecule 1; VEGFA: vascular endothelial 
growth factor A.  
EGR2 (MIRT003222), IGF2 (MIRT005730), MYB (MIRT000935), P2RX7 (MIRT004357), 
VEGFA (MIRT004272).                            
 
BRCA1 (MIRT001920), CCNA2 (MIRT004017), CDKN1A (MIRT004661), CDKN3 
(MIRT005705), CXCR4 (MIRT000006), EGFR (MIRT004730), ERBB4 (MIRT005806), FADD 
(MIRT000638), FAF1 (MIRT003319), FAS (MIRT005581), IRAK2 (MIRT000712), NFKB1 
(MIRT004459),  PA2G4 (MIRT004018),  ROCK1 (MIRT000945), TLR2 (MIRT000449),    TRAF6 
(MIRT000711). 
 
CCNE2 (MIRT000965), CRK (MIRT002993), DNMT1 (MIRT005729), E2F1 (MIRT005020), 
HOXA9 (MIRT001918), IRS1 (MIRT004355), PIK3R2 (MIRT003894), PLK2 (MIRT000344), 
PTPN7 (MIRT005728), RGS3 (MIRT000966), SLC45A3 (MIRT001820), SOX2 (MIRT005370),  
SPRED1 (MIRT000343), TWF1 (MIRT005538), TWF2 (MIRT005540), TOM1 (MIRT000967), 
VCAM1 (MIRT004081), VEGFA (MIRT003428). 
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5. DISCUSSÃO
  Discussão 88 
 
 
 No presente estudo, pudemos avaliar o padrão de expressão de miRNAs em pacientes 
EBV+ e EBV negativos, com LDGCB e idade maior ou igual a 50 anos, na tentativa de 
estabelecer um perfil de assinatura para o EBV+DLBCLe, doença recém descrita na literatura 
(WHO, 2008). 
No estudo piloto, a frequência dessa doença nos pacientes com LDGCB e idade maior ou 
igual a 50 anos, sem imunossupressão evidente, atendidos no ambulatório do HSP nos últimos 
10 anos foi de 8,5%. O resultado foi concordante com a literatura. Em países asiáticos, a 
prevalência do EBV+DLBCLe varia entre 8-10%. A proporção aumenta conforme a idade, 
chegando a 20-25% em indivíduos acima de 90 anos (Park et al, 2007).  
Em nosso estudo, os pacientes com EBV+DLBCLe  apresentaram mediana de idade de 
67 anos, variando de 51 a 88 anos, com discreto predomínio do sexo feminino. Nos estudos 
disponíveis na literatura, a idade mediana é de 71 anos (variando entre 45-92 anos), com discreto 
predomínio do sexo masculino (1,4:1) (Park et al, 2007). Dessa forma, nossa casuística foi 
semelhante à descrita acima no quesito idade, mas diferiu em relação ao gênero. 
Em nossa casuística, apenas 21,7% dos casos EBV+ apresentaram comprometimento 
extranodal. Os dados de literatura demonstram que o acometimento extranodal varia de acordo 
com a nacionalidade (Ok et al, 2013). Quanto ao IPI, os dados foram semelhantes ao esperado 
na literatura (Oyama et al, 2007).  
Quando comparamos pacientes com LDGCB EBV+ e EBV negativo, não encontramos 
qualquer associação entre as variáveis clínicas estudadas (idade, gênero, estádio clínico, IPI, 
comprometimento extranodal). Apenas a presença dos sintomas B foi significativamente maior 
no grupo EBV negativo. Uma das explicações possíveis reside no intervalo entre o início dos 
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sintomas e a procura pelo atendimento e diagnóstico, uma vez que os grupos não diferem quanto 
ao estadiamento ou IPI, relacionados diretamente com a agressividade do tumor. 
Pelos poucos dados existentes na literatura, a maioria dos casos de EBV+DLBCLe 
apresenta origem celular não relacionada ao centro-germinativo (Hans et al, 2004). 
Imunofenotipicamente as células expressam CD20, CD79a, nem sempre há restrição de cadeia 
leve; CD10 e Bcl 6 são comumente negativos, CD30 variável e CD15 negativo , IRF4/MUM1 
frequentemente é positivo (Oyama et al, 2007). Quando avaliamos o grupo EBV+, 28% dos 
casos foram considerados GCB e 72% não-GCB. Houve diferença estatística quando 
comparamos o grupo EBV+ e EBV negativo em relação ao algoritmo de Hans (p= 0,0472). 
Portanto, conseguimos confirmar associação entre origem tumoral e expressão do EBV. O 
algoritmo de Salles não foi capaz de diferenciar os dois grupos e houve predomínio de pacientes 
com alto índice de proliferação celular Ki67 e IPI intermediário-alto/alto. Aspectos como os 
subtipos morfológicos (monomórfico ou polimórfico) não foram explorados nesse estudo.  
A avaliação do padrão de expressão de miRNAs em pacientes EBV + e EBV 
negativos, utilizando plataformas pré-estabelecidas de miRNAs humanos, identificou sete 
miRNAs como diferencialmente expressos nos dois grupos: hsa-let-7g, hsa-miR-126, hsa-
miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150, hsa-miR-151 e hsa-miR-222. Os miRNAs que 
tiveram aumento de expressão no grupo EBV+DLBCLe em relação ao grupo EBV negativo 
foram hsa-let-7g, hsa-miR-126, hsa-miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150 e hsa-miR-222. 
O miRNA que teve diminuição de expressão no grupo EBV+DLBCLe em relação ao grupo 
EBV negativo foi hsa-miR-151. 
Após a validação, cinco miRNAs permaneceram como relevantes para diferenciar os 
dois grupos: hsa-miR-126, hsa-miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150 e hsa-miR-222. Esta 
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é a assinatura de miRNAs proposta por esse estudo para caracterizar o EBV+DLBCLe. 
            Os miRNAs hsa-miR-146b e hsa-miR-222 apresentaram alta especificidade no grupo 
EBV+DLBCLe (91,4% e 98,5% respectivamente) sendo considerados potenciais 
biomarcadores para essa doença. 
Assim, cinco miRNAs parecem ter maior relevância, sendo excluído o hsa-let-7g por falta 
de significância estatística e o hsa-miR-151 por diminuição de expressão global nos dois grupos. 
A assinatura sugerida para diferenciar o EBV+DLBCLe dos demais LDGCB EBV negativos 
em pacientes com mais de 50 anos prevê o aumento de expressão de: hsa-miR-126, hsa-
miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150e hsa-miR-222. 
Particularmente, no resultado da expressão relativa do hsa-miR-222, nos 
interessamos por avaliar com mais detalhe as duas subpopulações dentro do grupo EBV+ 
que tiveram, respectivamente, aumento de expressão (9 casos) e diminuição de expressão 
(15 casos) deste miRNA alvo. Embora tenhamos identificado, nos casos com aumento da 
expressão do hsa-miR-222, um predomínio de características clínicas preditoras de pior 
prognóstico: não-GCB (100% versus 66,7%), estádio clínico de Ann Arbor III ou IV (85,7% 
versus 60%), IPI > 2 (71,4% versus 27,8%), grupo 3 ou 4 de Salles et al (2011) (100% 
versus 45,5%);  encontramos diferença estatística apenas no grupo de Salles et al (2011)   
(p= 0,0245, teste do Qui-quadrado). Isso reforça que o grupo EBV+ que teve aumento de 
expressão do hsa-miR-222 parece apresentar pior prognóstico. 
 Ressaltamos ainda, na análise geral dos resultados, que a curva de sobrevida exibida, 
comparando os grupos EBV+ versus EBV negativo, apresentou significância estatística tanto 
pelo teste Log-rank (p= 0,0201) como pelo teste Breslow (p= 0,0175), evidenciando pior 
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prognóstico do grupo EBV+, concordante com a literatura (Nakamura et al, 2006; Oyama et al, 
2007; Dojicinov et al, 2011).   
As curvas de sobrevida, comparando-se as categorias das demais variáveis, embora 
demonstrem pior evolução dos grupos já conhecidos como IPI alto (Sehn et al, 2008), não-GCB 
(Hans et al, 2004), e grupos 3 e 4 de Salles (2011), não apresentaram diferença estatística em 
relação aos seus pares neste estudo.   
Em nossa casuística, o número de pacientes tratados com imunoterapia (anticorpo 
monoclonal anti-CD20) associada ao esquema poliquimioterápico baseado em antracíclico (R-
CHOP), terapia esta considerada atualmente como primeira linha para tratamento dos LDGCB, 
foi pequeno, correspondendo a um total de 13 pacientes (2 casos EBV+ e 11 casos EBV 
negativos). Esse fato se deve, sobretudo, ao período de avaliação dos pacientes, 
predominantemente anterior a 2010, e ao fato da imunoterapia ter sido instituída no Sistema 
Único de Saúde após 2007. 
Uma vez identificados os miRNAs diferencialmente expressos entre o grupo de casos de 
LDGCB EBV+ e EBV negativos e considerando que muitos miRNAs do vírus EBV possuem 
homologia com miRNAs humanos, realizamos pesquisa de homologia dos sete miRNAs 
humanos selecionados com os 44 miRNAs do vírus, através de ferramentas de bioinformática,  
de acordo com o estudo de Babu et al (2010).  
Evidenciamos que os miRNAs humanos de interesse homólogos aos do EBV eram 
exatamente aqueles que apresentaram alta especificidade pela curva ROC. As homologias 
encontradas foram: hsa-miR-146b com ebv-miR-BART3 e hsa-miR-222 com ebv-miR-
BART17. 
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Uma questão relevante que vem a seguir é: estaríamos avaliando a expressão do miRNA 
humano ou do seu homólogo viral?  
Dessa forma, sabendo que os miRNAs atuam em diversas vias e alvos, passamos a 
explorá-las. 
Como já frisamos anteriormente, não há muitos dados na literatura sobre os alvos e as 
vias envolvidas diretamente com o hsa-miR-146b. Sabe-se que, o hsa-miR-146a já foi descrito 
com aumento de expressão em câncer (Motsch et al, 2007; Lionetti et al, 2013). Assim, 
procedemos à avaliação da homologia entre esses dois miRNAs através do algoritmo de 
Needleman-Wunsch. Apesar da identidade de 44,1% com um alto escore (147,5) não 
descartarem completamente alguma associação entre os dois miRNAs, no entanto, o padrão de 
expressão dos dois miRNAs nesse estudo foi diferente, quando comparamos os gráficos de 
expressão relativa, apesar de ambos serem significativamente diferentes quando o grupo EBV+ 
foi comparado ao EBV negativo. 
Identificamos, através da ferramenta KEGG (http://www.genome.jp/kegg /pathway.html) 
vias relacionadas ao câncer e à apoptose, e através do mirDIP (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP), 
GeneCards e GeneRIF, os potenciais alvos do hsa-miR-146b e do hsa-miR-222. Como pudemos 
notar, existe uma variedade muito grande de alvos encontrados. Sabemos que um único miRNA 
pode atuar em inúmeros RNAm alvos e, assim, influenciar múltiplas vias de sinalização (Jansson 
et al, 2012). 
Destacamos os alvos do hsa-miR-146b e do seu homólogo viral, ebv-BART3 com 
importância na oncogênese, tais como INTS6 (Lei et al, 2013) e IPO7 (Dolken et al, 2010; Riley 
et al, 2012), sendo o primeiro um supressor tumoral e o segundo um mediador da inflamação.  
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Já em relação aos alvos do hsa-miR-222 e seu homólogo viral, ebv-BART17, 
consideramos como mais relevantes: PTEN, CDKN1B (P27), CDKN1C, STAT5A, FOS, KIT, 
ICAM1, SOD2 e BCLAF1. Assim, uma vez com aumento de expressão, este miRNA também 
interfere em importantes alvos relacionados à oncogênese: nos supressores tumorais como 
PTEN; na regulação do ciclo celular como CDKN1B (P27), CDKN1C; em vias de transcrição 
como STAT5A; em oncogenes como FOS e KIT; em moléculas de adesão ICAM1; em estresse 
oxidativo como SOD2 (http://string-db.org) e inibição da apoptose BCLAF1 (Riley et al, 
2012). 
Ao olharmos para os estudos funcionais em outros tipos de câncer (pulmão, mama e 
próstata) consideramos de grande importância o impacto do hsa-miR-222, que também exibiu 
aumento de expressão nesses tumores, no alvo PTEN, exercendo um efeito inibitório neste 
último. O PTEN é um supressor tumoral que antagoniza a via PI3K/AKT e modula a via AKT-
mTOR, através da desfosforilação de compostos como o PIP3 (plasma membrane intrinsic 
protein 3), que quando não fosforilados interagem por sinergismo com AIP1(acting interecting 
protein 1), para suprimirem a ativação de AKT1 (Cantley et al, 1999). Uma vez inibido, 
constata-se ativação da via PI3K/AKT. Sabemos que no EBV+DLBCLe essa via encontra-se 
ativada (Ok et al, 2013). Portanto, o nosso achado de aumento de expressão do hsa-miR-222 está 
de acordo com os estudos acima citados.  
Outra via também ativada no EBV+DLBCLe é a NF-Kappa B (Ok et al, 2013). Em nossa 
pesquisa de alvos constatamos ainda que ICAM-1, outro alvo do hsa-miR-222, age tanto na 
proteína NF-Kappa B1A como no seu inibidor IKB. Ainda, o hsa-miR-146a e o hsa-miR-126, 
também com aumento de expressão nos casos EBV+DLBCLe, interagem com NFKB1 e IKBA 
respectivamente (Feng et al, 2012).  
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 Krutzfeldt et al (2005) identificaram uma nova classe de oligonucleotídeos conhecidos 
como antagomiRs que funcionam como silenciadores da expressão de miRNAs em 
camundongos. Trata-se de moléculas de RNA de fita simples com cerca de 21 a 23 nucleotídeos 
conjugadas com colesterol que agem por complementaridade no miRNA alvo maduro. São em 
geral, aplicados através de infusões intravenosas e seu efeito é percebido após uma semana, seja 
por análise da expressão do miRNA ou por mensuração de proteínas alvo que estão diretamente 
envolvidas com o miRNA. 
Uma vez que consideramos o hsa-miR-146b e o hsa-miR-222 possíveis biomarcadores de 
EBV+DLBCLe, poderíamos futuramente usar antagomiRs como terapia adjuvante para o 
tratamento atual proposto nessa doença.   
 
             Há estudos experimentais na área de obesidade em camundongos que conseguiram 
silenciar o hsa-miR-146b através de locked-nucleic-acid (LNA)-miR-146b antagomiR sem 
prejuízo na função hepática dos receptores, e a efetividade da terapia foi constatada através da 
mensuração dos níveis da proteína SIRT (sirtuin) que tem relação inversa com a expressão do 
miRNA (Ahn et al, 2013). 
 
Existem também estudos, desta vez em câncer de próstata, utilizando oligonucleotídeos 
antisense conjugados com colesterol anti-miR-222 que foram injetados no tumor em modelos 
animais. Posteriormente, verificou-se diminuição da expressão deste miRNA e aumento da 
proteína P27, que é um de seus alvos e guarda relação inversa com o miRNA (Mercatelli et al, 
2008). Também já foram descritos peptide nucleic acid (PNA) antagomiRs que atuam 
diminuindo os níveis de expressão em homólogos do hsa-miR-222, como o hsa-miR-221, com 
boas respostas in vivo e com aumento subsequente da P27 (Piva et al, 2013). Estudos pré-clínicos 
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com PNA antagomiRs apontam que estes tem potencial para serem usados com sucesso 
futuramente no tratamento de câncer (Gaglioni et al, 2011). 
 Desta forma, os dados da literatura favorecem o fato de que os miRNAs que se 
mostraram diferencialmente expressos nos grupos EBV+ e EBV negativo neste trabalho podem 
ter impacto na patogênese do EBV+DLBCLe e contribuir, por diversos mecanismos como os 
descritos, com o pior desfecho clínico dos pacientes com esta doença. Até o momento não havia 
sido estudado um perfil de assinatura gênica que caracterize esta neoplasia. Este estudo 
contribuiu para elucidar algumas das causas para a pior evolução do EBV+DLBCLe e apontar 
tendências para futuras modalidades terapêuticas. 
Nossos resultados poderiam ser complementados com estudos funcionais que avaliassem 
o efeito da inibição do hsa-miR-222 em linhagens celulares de LDGCB EBV+. Assim, 
saberíamos se a inibição deste miRNA acarretaria alteração do nível de determinados alvos, 
como por exemplo o PTEN, fortemente implicado na regulação da via PI3K/AKT,  através da 
mensuração dos níveis da proteína P27, ou ainda se haveria menor proliferação de células 
tumorais, como já demonstrado em estudos in vitro com outros tipos de câncer, como 
glioblastoma (Moon et al, 2013). 
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1. A frequência de expressão de EBV em pacientes com LDGCB com idade acima de 50 
anos, atendidos no ambulatório do Hospital São Paulo nos últimos 10 anos foi de 8,5%. O 
resultado foi concordante com a literatura.  
2. A avaliação do padrão de expressão de miRNAs em pacientes EBV + e EBV 
negativos, utilizando plataformas pré-estabelecidas de miRNAs humanos, identificou sete 
miRNAs como diferencialmente expressos nos dois grupos: hsa-let-7g, hsa-miR-126, hsa-
miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150, hsa-miR-151 e hsa-miR-222. Os miRNAs que se 
mostraram com aumento de expressão no grupo EBV+DLBCLe em relação ao grupo EBV 
negativo foram hsa-let-7g, hsa-miR-126, hsa-miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150 e hsa-
miR-222. O miRNA que apresentou diminuição de expressão no grupo EBV+DLBCLe em 
relação ao grupo EBV negativo foi hsa-miR-151. 
3. Após a validação, cinco miRNAs permaneceram como relevantes para diferenciar 
os dois grupos: hsa-miR-126, hsa-miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150e hsa-miR-222. 
Esta é a assinatura de miRNAs proposta por esse estudo para caracterizar o EBV+DLBCLe. 
Os miRNAs hsa-miR-146b e hsa-miR-222 apresentaram alta especificidade para identificar 
o grupo EBV+DLBCLe (91,4% e 98,5% respectivamente, com cutoff de 1,5) sendo 
considerados potenciais biomarcadores para essa doença. 
4. Os miRNAs hsa-miR-146b e hsa-miR-222 apresentaram homologia com miRNAs do 
vírus EBV:  a) hsa-miR-146b e ebv-miR-BART3 e  b) hsa-miR-222 e ebv-miR-BART17. Os 
miRNAs identificados com aumento da expressão no grupo EBV+DLBCLe estão envolvidos em 
diversas vias de sinalização celular relacionadas à oncogênese sobretudo na inibição de 
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supressores tumorais como PTEN e INST6; em reguladores do ciclo celular como CDKN1B 
(P27), CDKN1C; em oncogenes como FOS e KIT; em moléculas de adesão ICAM1; em estresse 
oxidativo como SOD2 e inibição da apoptose como BCLAF1. Além dos alvos acima 
individualizados, os dois miRNAs também estão envolvidos em importantes vias de transcrição 
como STAT, PI3K/AKT e NF-Kappa B.  
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – Paciente 
ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE MICRORNAS EM LINFOMAS NÃO-HODGKIN  
EBV-POSITIVO DO IDOSO 
Para obter um maior conhecimento clínico e científico das doenças dos linfonodos, o corpo 
clínico deste hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clínica-científica. Através desta 
pesquisa é possível conhecer melhor os mecanismos da doença e, portanto, oferecer novas 
possibilidades de diagnóstico e tratamento. 
Você está sendo admitido neste hospital para o tratamento de uma doença dos linfonodos 
chamada LINFOMA NÃO-HODGKIN. O diagnóstico desta doença foi realizado através da biópsia do 
tecido contendo uma amostra do tumor. Para este estudo necessitamos da sua autorização para a 
utilização do bloco de parafina contendo o excedente de material tumoral da biópsia, que não foi utilizado 
no exame, e encontra-se arquivado no Departamento de Anatomia Patológica deste serviço. O uso deste 
material não implicará em riscos adicionais para você, nem exigirá que se submeta a qualquer outro 
procedimento. 
 Todo o material coletado e usado nesta pesquisa será identificado no laboratório por 
código formado por números e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serão preservadas. A 
eventual inclusão dos resultados em publicação científica será feita de modo a manter o anonimato do 
paciente. 
 Concordando com a doação deste material, do modo descrito, é necessário esclarecer 
que você não terá benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da 
pesquisa. Se você não concordar em permitir o uso deste material para pesquisa, sua decisão não 
influenciará, de nenhum modo, o seu tratamento. Você receberá uma cópia deste documento e o original 
será arquivado em seu prontuário.                                                                                              
Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital São 
Paulo,de acordo com o processo número 1534/10 ,e todo estudo que vier a utilizar este material será 
previamente apresentado à apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital.  
Caso você tenha questões a fazer sobre este acordo ou alguma dúvida que não tenha sido 
esclarecida pelo seu médico (Dra. Tathiana Azevedo de Andrade), por gentileza, entre em contato com o 
Comitê de Ética da UNIFESP/EPM – Rua Botucatu, 572 , 1º andar conjunto 14. Fone 5571-1062 , FAX 
5539-7162. 
Assinatura do(a) Paciente ou Representante Legal:  Data: 
.......................................................................................................................... 
Assinatura da Testemunha:     Data: 
.......................................................................................................................... 
RG do Prontuário Médico: 
............................................................... 
(Somente para o responsável do projeto) 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente 
ou representante legal para a participação neste estudo. 
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Características clínicas dos casos incluídos no estudo (piloto) N = 71 
Caso Gênero Idade Diagnóstico Estádio IPI Extranodal  HIV EBER-1 
Serviço de 
origem 
1 F 67 LDGCB IIAE 1 presente negativo negativo UNIFESP 
2 F 72 LDGCB IIIB 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
3 F 76 LDGCB IIBE 3 presente negativo negativo UNIFESP 
4 F 67 LDGCB IVB 5 presente negativo negativo UNIFESP 
5 F 56 LDGCB IIBEX 3 presente negativo negativo UNIFESP 
6 F 79 LDGCB IVB 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
7 F 64 LDGCB IAE 2 presente negativo negativo UNIFESP 
8 F 74 LDGCB IIBE 2 presente negativo negativo UNIFESP 
9 F 69 LDGCB IIBE 2 presente negativo negativo UNIFESP 
10 M 53 LDGCB IVB 3 presente negativo negativo UNIFESP 
11 M 71 LDGCB NA 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
12 M 66 LDGCB IAE 1 presente negativo negativo UNIFESP 
13 M 68 LDGCB IVB 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
14 M 77 LDGCB IBE 1 presente negativo negativo UNIFESP 
15 M 57 LDGCB IVA 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
16 M 64 LDGCB IVB 5 ausente negativo negativo UNIFESP 
17 M 55 LDGCB IIIBS 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
18 M 55 LDGCB IIA 1 ausente negativo negativo  UNIFESP 
19 M 74 LDGCB IA 2 ausente negativo positivo UNIFESP 
20 F 72 LDGCB IIIBS 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
21 F 69 LDGCB IBE 2 presente negativo negativo UNIFESP 
22 M 76 LDGCB IIBS 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
23 F 60 LDGCB IVB 4 presente negativo negativo UNIFESP 
24 F 66 LDGCB IIIBX 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
25 M 73 LDGCB IVB 5 ausente negativo negativo UNIFESP 
26 M 60 LDGCB IVB 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
27 F 50 LDGCB IIIB 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
28 F 68 LDGCB IVB 3 ausente negativo positivo UNIFESP 
29 F 76 LDGCB IVB 4 presente negativo negativo UNIFESP 
30 F 83 LDGCB IVB 3 ausente negativo positivo UNIFESP 
31 F 71 LDGCB IIIB 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
32 M 64 LDGCB IIAE 1 presente negativo positivo UNIFESP 
33 F 61 LDGCB IIIB 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
34 F 76 LDGCB IVB 5 ausente negativo negativo UNIFESP 
   Anexo 1. Características clínicas, dados do Índice de Prognóstico Internacional e teste de hibridação 
in a EBV dos casos incluídos no estudo.  
 
 Anexo 1. Características clínicas, dados do Índice de Prognóstico Internacional e teste de hibridação  
in situ para EBV dos casos incluídos no estudo.  
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Características clínicas dos casos incluídos no estudo (multicêntrico) N = 23 
Caso Gênero Idade Diagnóstico Estádio IPI Extranodal  HIV EBER-1 
Serviço de 
origem 
35 F 60 LDGCB IIIBS 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
36 M 54 LDGCB IVAS 2 presente negativo negativo UNIFESP 
37 F 57 LDGCB IIBE 3 presente negativo negativo UNIFESP 
38 F 61 LDGCB IVB 3 ausente negativo positivo UNIFESP 
39 M 50 LDGCB IIA 0 ausente negativo negativo UNIFESP 
40 M 78 LDGCB IVA NA NA negativo negativo UNIFESP 
41 M 54 LDGCB IIIBX 1 ausente negativo negativo UNIFESP 
42 F 76 LDGCB IIB 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
43 F 70 LDGCB IIB 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
44 F 69 LDGCB IIIBS 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
45 M 72 LDGCB IIIBS NA NA negativo negativo UNIFESP 
46 F 66 LDGCB IVB 5 presente negativo negativo UNIFESP 
47 M 78 LDGCB IB NA NA negativo negativo UNIFESP 
48 F 61 LDGCB IVB 4 presente negativo negativo UNIFESP 
49 M 71 LDGCB IIIAXS 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
50 F 53 LDGCB IIBE 1 presente negativo negativo UNIFESP 
51 F 53 LDGCB IAX 0 ausente negativo negativo UNIFESP 
52 F 59 LDGCB IVB 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
53 M 68 LDGCB IBX 3 ausente negativo positivo UNIFESP 
54 M 74 LDGCB IIIA 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
55 F 66 LDGCB IVA 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
56 M 85 LDGCB IVA 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
57 M 71 LDGCB IVB 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
58 F 60 LDGCB II A 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
59 M 71 LDGCB IBE 2 presente negativo negativo UNIFESP 
60 M 52 LDGCB IIIB 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
61 M 72 LDGCB IIIAS 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
62 F 67 LDGCB IIBEX 2 presente negativo negativo UNIFESP 
63 M 71 LDGCB IVB 3 presente negativo negativo UNIFESP 
64 M 63 LDGCB IIA 1 ausente negativo negativo UNIFESP 
65 F 65 LDGCB IIBE 3 presente negativo negativo UNIFESP 
66 M 67 LDGCB IIAEX 2 presente negativo negativo UNIFESP 
67 F 67 LDGCB IVA 2 ausente negativo negativo UNIFESP 
68 M 60 LDGCB IIIBX 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
69 F 64 LDGCB IVA 4 ausente negativo negativo UNIFESP 
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Características clínicas dos casos incluídos no estudo (multicêntrico) N = 23 
Caso Gênero Idade    Diagnóstico Estádio IPI Extranodal  HIV EBER-1 Serviço de origem 
70 F 62 LDGCB* IVB 3 ausente negativo negativo UNIFESP 
71 F 58 LDGCB* IAE 1 presente negativo negativo UNIFESP 
72 F 55 LDGCB IVA 1 ausente negativo positivo AC Camargo 
73 F 59 LDGCB IIIA 1 ausente negativo positivo AC Camargo 
74 M 53 LDGCB IVB NA presente negativo positivo AC Camargo 
75 F 70 LDGCB NA 3 ausente negativo positivo AC Camargo 
76 M 69 LDGCB IIIA 2 ausente negativo positivo AC Camargo 
77 F 59 LDGCB IIIA 2 ausente negativo positivo AC Camargo 
78 F 64 LDGCB IIIB NA ausente negativo positivo Santa Casa 
79 F 71 LDGCB IIBE NA presente negativo positivo Santa Casa 
80 F 73 LDGCB IA NA ausente negativo positivo Santa Casa 
81 F 53 LDGCB IVB NA ausente negativo positivo Santa Casa 
82 M 67 LDGCB IA NA ausente negativo positivo UNICAMP 
83 M 78 LDGCB NA NA ausente negativo positivo UNICAMP 
84 M 60 LDGCB IIIA 0 ausente negativo positivo UNICAMP 
85 F 78 LDGCB IVA 4 presente negativo positivo FMUSP 
86 M 70 LDGCB IIA 4 ausente negativo positivo FMUSP 
87 M 75 LDGCB IVA 3 ausente negativo positivo FMUSP 
88 F 61 LDGCB IIIA 2 ausente negativo positivo FMUSP 
89 F 54 LDGCB IIA 1 ausente negativo positivo FMUSP 
90 F 51 LDGCB IVB 3 ausente negativo positivo HCBarretos 
91 M 88 LDGCB IIA 1 ausente negativo positivo HCBarretos 
92 F 69 LDGCB IB 1 presente negativo positivo HCBarretos 
93 M 65 LDGCB IIIA 2 ausente negativo positivo HCBarretos 
94 F 56 LDGCB IVB 4 presente negativo positivo UNIFESP 
 
NA = não avaliado 
LDGCB = Linfoma Difuso de Grandes Células B sem outras especificações 
LDGCB* = Linfoma Difuso de Grandes Células B rico em células T 
Estádio = Estadiamento Clínico de Ann Arbor  
Extranodal = Acometimento de um ou mais órgãos extranodais 
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Anexo 2. Detalhamento técnico do Teste de Hibridação in situ para EBV (EBER-1) 
As informações abaixo foram fornecidas pelo Laboratório de imuno-histoquímica do 
Departamento de Patologia da UNIFESP – coordenado pela Profª Dra.Maria Teresa de Seixas 
Alves. A leitura e a interpretação dos resultados ficou a cargo de Tathiana Azevedo de Andrade 
(TAA) e do Prof. Dr. Antônio Correa Alves (ACA).  
A presença do vírus Epstein-Barr (EBV) na célula foi feita através de hibridação in situ 
(ISH), baseada na ligação ou hibridação de duas fitas complementares de ácido nucleico (DNA 
ou RNA). O transcrito viral EBER-1 é expresso em quantidades elevadas no núcleo de 
praticamente todas as células infectadas pelo EBV (aproximadamente 10^7 cópias). A sonda de 
oligonucleotídeo, Zyto Fast EBV RNA probe, (ZytoVision, Bremerhaven, Alemanha) utilizada 
para a detecção desse transcrito foi uma sequência de 30 pares de base do gene EBER-1 (bases 
69-98), terminalmente biotinilada na extremidade 3‟com seis moléculas de biotina (BIOTIN – 
AGA CAC CGT CCT CAC CAC CCG GGA CTT GTA). Após a hibridação in situ, as células 
infectadas por EBV apresentam marcação nuclear de coloração marrom, resultante da 
precipitação do cromógeno diaminobenzidina (DAB) nos sítios de ligação da sonda ao RNA 
viral. 
 As lâminas foram submetidas à reação de hibridação ISH para EBV de acordo com o 
procedimento descrito a seguir: 
 1. Após desparafinação das lâminas em xilol, as mesmas foram re-hidratadas em álcool e água e 
pré-tratadas com proteinase K;  
2. A reação de hibridação aconteceu por duas horas a 55°C com a sonda para EBER-1 diluída em 
solução de hibridação (1:50);  
3. A detecção da reação foi feita através da incubação com antibiotina (1:250) por 30 minutos, 
seguida da incubação com ABC Elite (vector ref. PK-6200) por mais 30 minutos;  
4. A reação imuno-histoquímica foi revelada com DAB mais cromógeno (Envision Flex 
Substrate Working Solution – DAB mais solução tamponada contendo peróxido de hidrogênio) 
por 10 minutos; 
 5. Finalmente, as lâminas foram submetidas à solução de lavagem por cinco minutos e contra-
coradas com hematoxilina de Meyer. A desidratação foi realizada em três banhos de xilol (dois 
minutos cada) e as lâminas montadas em meio de montagem permanente (DAKO CS703, 
Carpinteria, EUA). 
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Anexo 3. Especificações dos anticorpos primários utilizados nas reações imunohistoquímicas: 
clone, fabricante, diluição, condição de recuperação antigênica, controles positivos e tipo de 
marcação.  
 
MARCADOR CLONE MARCA ORIGEM DILUIÇÃ
O 
pH DA 
RECUPERAÇÃO 
ANTIGÊNICA 
TEMPO DE 
RECUPERAÇÃO 
ANTIGÊNICA 
CONTROLE 
POSITIVO 
MARCAÇÃO 
CD10 56C6 
camundongo 
Dako Carpinteria, 
CA, EUA 
1:2  Tris-EDTA pH 9.0 20 min a 97°C tonsila  
palatina 
citoplasmática 
Bcl-6 LN22  
camundongo 
Novocastra Buffalo 
Grove, IL, 
EUA 
1:100  Citrato pH 6.1 20 min a 97°C tonsila 
 palatina 
nuclear 
MUM-1 EAU32 
camundongo 
Novocastra Buffalo 
Grove, IL, 
EUA 
 1:1200 Citrato pH 6.1 20 min a 97°C tonsila 
 palatina 
nuclear 
Bcl-2 124  
camundongo 
Dako Carpinteria, 
CA, EUA 
1:2000  Tris-EDTA pH 9.0 20 min a 97°C tonsila 
 palatina 
citoplasmática 
Ki-67 MIB  
camundongo 
Dako Carpinteria, 
CA, EUA 
 1:4800 Citrato pH 6.1 20 min a 97°C tonsila  
palatina 
nuclear  
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Anexo 4. Detalhamento técnico da Reação Imuno-histoquímica 
 
As informações abaixo foram fornecidas pelo Laboratório Bacchi – Consultoria em 
Patologia onde as reações foram realizadas. A leitura e a interpretação dos resultados ficou a 
cargo de Tathiana Azevedo de Andrade (TAA) e do Prof. Dr. Antônio Correa Alves (ACA). 
As lâminas de TMA foram submetidas à reação imunohistoquímica com sistema de 
detecção Envision FLEX (DAKO, Carpinteria, CA, EUA). Esse sistema detecta anticorpos 
primários de coelho e camundongo e a reação é visualizada por Envision FLEX DAB mais 
cromógeno de acordo com o procedimento descrito a seguir:  
1.  O passo inicial foi realizado em PTLink (DAKO), equipamento responsável pela 
desparafinização e recuperação antigênica de tecidos parafinados, em tampão de pH alto (Tris-
EDTA pH 9.0) ou baixo (Citrato pH 6.1), de acordo com os anticorpos utilizados.O equipamento 
foi programado para realizar a desparafinização a 65°C por 20 minutos, seguida da recuperação 
antigênica a 97°C por 20 minutos;  
2. As lâminas foram retiradas do equipamento depois de resfriadas a 65°C e incubadas 
em solução de lavagem (Envision Flex Wash Buffer – solução salina tamponada com Tris 
contendo Tween 20, pH 7.6) por cinco minutos; 
 3. Após o bloqueio da peroxidase por cinco minutos em solução Envision Flex 
peroxidase block, as lâminas foram incubadas com os anticorpos primários diluídos overnight; 
 4. No dia seguinte, as lâminas foram incubadas em solução de lavagem por cinco 
minutos, seguido de incubação com polímero por 20 minutos (Envision Flex/HRP – dextran 
acoplado com moléculas de peroxidase e anticorpo secundário direcionado contra 
imunoglobulinas de coelho e camundongo);  
5. Depois da incubação das lâminas em solução de lavagem por cinco minutos, a reação 
imuno-histoquímica foi revelada com DAB mais cromógeno (Envision Flex Substrate Working 
Solution – DAB mais solução tamponada contendo peróxido de hidrogênio) por dez minutos;  
6. Finalmente, as lâminas foram submetidas à solução de lavagem por cinco minutos e 
contra-coradas com hematoxilina de Meyer. A desidratação foi realizada em três banhos de xilol 
(dois minutos cada) e as lâminas montadas em meio de montagem permanente (DAKO CS703, 
Carpinteria, CA, EUA).  
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Anexo 5.  Análise imuno-histoquímica de cada um dos casos de Linfoma Não-Hodgkin Difuso 
de Grandes células B inseridos no estudo para os anticorpos CD10, Bcl-6 e MUM-1 e 
classificação em centro germinativo (GCB) ou não centro germinativo (Não-GCB) de acordo 
com o algoritmo de Hans et al (2004).  
Caso CD10 Bcl-6 MUM-1 Classificação  
1 
   
GCB 
2   X GCB 
3 
 
  GCB 
4    GCB 
5   
 
GCB 
6   
 
Não-GCB 
7 
 
X X NC 
8 
  
X Não-GCB 
9 
 
  Não-GCB 
10    GCB 
11    Não-GCB 
12    GCB 
13 X   NC 
14    Não-GCB 
15    Não-GCB 
16    GCB 
17    GCB 
18    GCB 
19    GCB 
20 
 
  Não-GCB 
21 
   
GCB 
22 
   
Não-GCB 
23   
 
GCB 
24   
 
GCB 
   
 
Não-GCB 
26 
   
Não-GCB 
27 X 
 
X NC 
28 
   
GCB 
29   
 
Não-GCB 
30 X X X NC 
31 
 
  Não-GCB 
32   
 
GCB 
33   
 
GCB 
34    GCB 
35 
   
GCB 
36 
 
X 
 
Não-GCB 
37   X Não-GCB 
38 
 
  Não-GCB 
39   
 
Não-GCB 
40    GCB 
41 X X X NC 
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Caso CD10 Bcl-6 MUM-1 Classificação  
42 
  
X NC 
43    Não-GCB 
44 
 
X X NC 
45 
 
  Não-GCB 
46 X X X NC 
47 
  
X NC 
48 0   Não-GCB 
49    GCB 
50 0   Não-GCB 
51    GCB 
52    Não-GCB 
53    Não-GCB 
54    GCB 
55    Não-GCB 
56 X 
 
X NC 
57 X X X NC 
58    Não-GCB 
59 
 
  Não-GCB 
60    GCB 
61    GCB 
62   
 
GCB 
63    GCB 
64    GCB 
65    Não-GCB 
66    GCB 
67 
   
GCB 
68 X 
 
X NC 
69 X   Não-GCB 
70    GCB 
71    Não-GCB 
72    Não-GCB 
73    Não-GCB 
74    Não-GCB 
75 X   NC 
76    GCB 
77    Não-GCB 
78    Não-GCB 
79    Não-GCB 
80   X NC 
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Caso CD10 Bcl-6 MUM-1 Classificação  
81    Não-GCB 
82    GCB 
83    Não-GCB 
84    Não-GCB 
85    Não-GCB 
86    Não-GCB 
87    GCB 
88    Não-GCB 
89    GCB 
90    Não-GCB 
91    Não-GCB 
92    Não-GCB 
93    Não-GCB 
94 X X X NC 
 
A marcação em cinza demonstra que o anticorpo analisado, após avaliação de todas as lâminas 
referentes a cada caso, foi considerado positivo, isto é, maior ou igual a 30%; e em branco, 
indica que foi considerado negativo, isto é, menor do que 30% de acordo com o cutoff 
estabelecido no algoritmo de Hans et al (2004).  
X = material não disponível ou não adequado para análise no TMA 
GCB = origem celular do centro germinativo 
Não-GCB = origem celular não proveniente do centro germinativo 
NC = não classificável 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexos 134 
 
 
Anexo 6.  Análise imuno-histoquímica de cada um dos casos de Linfoma Não-Hodgkin Difuso 
de Grandes Células B incluídos no estudo, para os anticorpos Bcl-2 e Ki67: classificação em 
subgrupos de importância prognóstica ao combinar estes achados com o Índice de Prognóstico 
Internacional (IPI), de acordo com o algoritmo de Salles et al (2011).  
 
Caso IPI Bcl-2 Ki67 Grupo 
1 1 3 3 G2 
2 2 3 3 G3 
3 3 X 2 G2 
4 5 3 3 G4 
5 3 3 3 G3 
6 3 3 3 G3 
7 2 2 3 G3 
8 2 1 3 G3 
9 2 3 3 G3 
10 3 3 3 G3 
11 4 2 3 G4 
12 1 2 3 G1 
13 4 3 3 G4 
14 1 1 3 G1 
15 3 3 3 G3 
16 5 3 3 G4 
17 3 3 1 G2 
18 1 3 3 G2 
19 2 1 3 G3 
20 4 3 3 G4 
21 2 3 2 G2 
22 2 3 3 G3 
23 4 2 3 G4 
24 2 3 3 G3 
25 5 3 3 G4 
26 4 3 3 G4 
27 2 2 3 G3 
28 3 3 3 G3 
29 4 3 3 G4 
30 3 3 X NC 
31 3 3 3 G3 
32 1 3 2 G2 
33 4 3 3 G4 
34 5 3 3 G4 
35 4 2 3 G4 
36 2 3 3 G3 
37 3 3 3 G3 
38 3 3 3 G3 
39 0 2 2 G1 
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Caso IPI Bcl-2 Ki67 Grupo 
40 NA 3 3 NC 
41 1 X 3 NC 
42 3 2 3 G3 
43 2 2 3 G3 
44 2 X 2 G2 
45 NA 3 3 NC 
46 5 2 3 G4 
47 NA 3 3 NC 
48 4 2 3 G4 
49 3 3 3 G3 
50 1 3 3 G2 
51 0 2 2 G1 
52 3 3 3 G3 
53 3 2 3 G3 
54 3 1 2 G2 
55 2 3 2 G2 
56 3 1 3 G3 
57 4 1 X G4 
58 2 1 3 G3 
59 2 2 X NC 
60 3 2 3 G3 
61 2 3 3 G3 
62 2 2 3 G3 
63 3 2 3 G3 
64 1 3 3 G2 
65 3 3 3 G3 
66 2 3 3 G3 
67 2 1 3 G3 
68 3 2 X NC 
69 4 1 X G4 
70 3 2 3 G3 
71 1 2 2 G1 
72 1 3 3 G2 
73 1 2 3 G1 
74 NA 3 3 NC 
75 3 3 3 G3 
76 2 2 3 G3 
77 2 3 3 G3 
78 NA 2 3 NC 
79 NA 3 2 NC 
80 NA 2 3 NC 
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Caso IPI Bcl-2 Ki67 Grupo 
81 NA 1 2 NC 
82 NA 2 3 NC 
83 NA 3 2 NC 
84 0 1 2 G1 
85 4 2 3 G4 
86 4 3 3 G4 
87 3 3 3 G3 
88 2 2 3 G3 
89 1 2 1 G1 
90 3 3 3 G3 
91 1 1 2 G1 
92 1 1 2 G1 
93 2 3 2 G2 
94 4 X X G4 
 
 
X = material não disponível ou não adequado para análise no TMA; NA = não avaliado; NC = 
não classificável 
0 = escore correspondente a menos de 25% de positividade na leitura do anticorpo avaliado 
1 = escore correspondente a valor entre 25 e 50% de positividade na leitura do anticorpo 
avaliado 
2 = escore correspondente a valor entre 50 e 75% de positividade na leitura do anticorpo 
avaliado 
3 = escorecorrespondente a valor acima de 75% de positividade na leitura do anticorpo  
 Nota: a marcação em cinza demonstra qual marcador que, associado ao IPI, teve papel definidor 
no resultado do subgrupo G1, G2,G3 ou G4 do algoritmo de Salles et al (2011).  
 
 
 
 
 
Anexos 137 
 
 
Anexo 7. Quantificação do RNA total extraído das 94 amostras de tecido tumoral de 
pacientes acima de 50 anos com Linfoma Difuso de Grandes células B utilizadas nesse 
estudo (fases piloto e multicêntrico). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caso RNA total R260/280 
 
Caso RNA total R260/280 
1 1.151,20 1,75 
 
48 100,7 1,71 
2 304,1 1,6 
 
49 35,8 1,85 
3 82,4 1,98 
 
50 1.035,00 1,87 
4 2.177,90 1,77 
 
51 560,6 1,92 
5 714,3 1,8 
 
52 1.379,00 1,91 
6 120,5 1,82 
 
53 966 1,76 
7 31,1 1,94 
 
54 239,4 1,76 
8 72,9 1,83 
 
55 10,5 1,8 
9 141,3 1,6 
 
56 24,3 1,61 
10 1.092,40 1,91 
 
57 95,3 1,81 
11 54 1,88 
 
58 188,2 1,77 
12 118,5 1,71 
 
59 11,4 1,64 
13 180,5 1,71 
 
60 694,9 1,95 
14 202,3 1,8 
 
61 1.745,20 1,89 
15 1.876,40 1,88 
 
62 121,9 1,85 
16 120,8 1,69 
 
63 112,9 1,86 
17 1.349,60 1,75 
 
64 58,8 1,8 
18 79,8 1,86 
 
65 1.563,40 1,97 
19 323,8 1,79 
 
66 356,8 1,78 
20 127 1,81 
 
67 346 1,89 
21 49,7 1,57 
 
68 228,1 1,88 
22 313,3 1,85 
 
69 61,9 1,95 
23 312,6 1,54 
 
70 1.454,50 1,85 
24 210,2 1,79 
 
71 76,2 1,54 
25 780 1,76 
 
72 707,4 1,8 
26 805,9 1,81 
 
73 378,5 1,69 
27 97,4 1,51 
 
74 829 1,94 
28 366,8 1,72 
 
75 359,7 1,83 
29 298 1,89 
 
76 853,8 1,93 
30 121,5 1,65 
 
77 361,9 1,87 
31 1.235,40 1,73 
 
78 192,1 1,87 
32 451,4 1,7 
 
79 462,3 1,93 
33 977,2 1,78 
 
80 80 1,87 
34 116,9 1,53 
 
81 341,4 1,94 
35 64,1 1,65 
 
82 80,3 1,89 
36 58,4 1,54 
 
83 299,1 1,82 
37 31,3 1,58 
 
84 939,4 1,92 
38 236,8 1,67 
 
85 328 1,86 
39 180,8 1,86 
 
86 288 1,94 
40 263,4 1,78 
 
87 727,1 1,94 
41 189,4 1,67 
 
88 586,1 1,96 
42 199,9 1,55 
 
89 808,7 2,01 
43 371,9 1,9 
 
90 83,6 1,77 
44 16,4 2 
 
91 275,9 1,87 
45 1.379,40 1,79 
 
92 53,1 1,89 
46 16,6 1,68 
 
93 381,1 1,82 
47 200,3 1,61 
 
94 664,1 2 
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Examined the effect of the interaction between obesity 
and miR-21, miR-221 or miR-222 expression on prostate 
cancer recurrence among 28 recurrent and 37 non-
recurrent prostate cancer cases 
miR-21, miR-221 and miR-222 expression and prostate cancer recurrence among 
obese and non-obese cases. 
Amankwah et al, 2013 
A new regulatory mechanism of miR-222 MicroRNA-222 promotes tumorigenesis via targeting DKK2 and activating the 
Wnt/β-catenin signaling pathway. 
Li et al,2013 
Findings suggest the disruption of the HOXB7/PBX2 
complexes, miR-221&222 inhibition or even better their 
combination, as innovative therapeutic approaches 
The abrogation of the HOXB7/PBX2 complex induces apoptosis in melanoma 
through the miR-221&amp;222-c-FOS pathway. 
Errico et al, 2013 
A role for miR-222 in acute leukemia. MicroRNA profiling reveals aberrant microRNA expression in adult ETP-ALL and 
functional studies implicate a role for miR-222 in acute leukemia. 
Coskun et al, 2013 
Overexpression of oncogenic miR-221 and miR-222 caused 
by HMGB1 is associated with an increase in malignancy 
scores of papillary thyroid cancer cells, namely cell growth 
and motility 
HMGB1 induces the overexpression of miR-222 and miR-221 and increases 
growth and motility in papillary thyroid cancer cells. 
Mardente et al, 2013 
Urinary sediment miR-221 and miR-222 levels correlate 
with lupus disease activity and may serve as biomarkers of 
lupus nephritis 
Urinary sediment ICAM-1 level in lupus nephritis. 
Guan et al, 2013 
The present data indicate that miR-221 and miR-222 
directly regulate cell invasion by targeting TIMP3 and act 
as prognostic factors for glioma patients. 
High level of miR-221/222 confers increased cell invasion and poor prognosis in 
glioma. 
Zhang et al, 2012 
Down-regulation of MiR-222 is associated with colorectal 
carcinoma. 
MiR-222 modulates multidrug resistance in human colorectal carcinoma by 
down-regulating ADAM-17. 
Xu et al, 2012 
Study shows that the expression of miR-222, miR-328, 
miR-197, and miR-21 combined in a predictive model is 
accurate at differentiating malignant from benign 
indeterminate thyroid lesions on fine needle aspiration 
(FNA). 
A panel of four miRNAs accurately differentiates malignant from benign 
indeterminate thyroid lesions on fine needle aspiration. 
Keutgen et al, 2012 
Anexo 8. Resultado da pesquisa dos potenciais alvos e vias envolvidas com o hsa-miR-222 de 
acordo com a revisão de literatura disponível Gene Reference Into Function (GeneRIF) (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Estão organizados por mecanismo biológico, título do trabalho, 
autor e ano de publicação. 
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The expression levels of miR-221 and -222 in tissue 
samples reveals that >90% of the analyzed metastatic 
castration resistant prostate tumors could be 
characterized by increased miR-221/-222 expression. 
 
 
 
 
The altered expression of MiR-221/-222 and MiR-23b/-27b is associated with the 
development of human castration resistant prostate cancer. 
Sun et al, 2012 
MiR-221/222 function as oncogenic microRNAs in human 
gliomas, at least in part, by targeting Cx43. 
miR-221/222 is the regulator of Cx43 expression in human glioblastoma cells. 
Hao et al, 2012 
Data suggest that H. pylori may function as an initiator in 
the process of carcinogenesis by up-regulating miR-222, 
which further participates in the progression of cancer by 
promoting proliferation and inhibiting RECK. 
Increased miR-222 in H. pylori-associated gastric cancer correlated with tumor 
progression by promoting cancer cell proliferation and targeting RECK. 
Li et al, 2012 
Results suggest that miR-221 and -222 regulate glioma 
tumorigenesis at least in part through the control of 
PTPmu protein expression. 
miR-221/222 overexpession in human glioblastoma increases invasiveness by 
targeting the protein phosphate PTPμ. 
Quintavalle et al, 2012 
Data show that showed that miR-130a, expressed at low 
level in lung cancer cell lines, by targeting MET was able to 
reduce TRAIL resistance in non-small cell lung cancer 
(NSCLC) cells through the c-Jun-mediated downregulation 
of miR-221 and miR-222. 
miR-130a targets MET and induces TRAIL-sensitivity in NSCLC by downregulating 
miR-221 and 222. 
Acunzo et al, 2012 
MicroRNA 221 and 222 levels were significantly higher in 
aggressive compared with non-aggressive prostate cancer 
tissue 
The expression and clinical significance of GTP-binding RAS-like 3 (ARHI) and 
microRNA 221 and 222 in prostate cancer. 
Lin et al, 2012 
MiR-221/222 and -181b facilitate growth factor signaling 
in tamoxifen-resistant breast cancer by down-regulating 
TIMP3, and corresponding anti-miRs can be used to 
render these tumors responsive to tamoxifen 
Anti-microRNA-222 (anti-miR-222) and -181B suppress growth of tamoxifen-
resistant xenografts in mouse by targeting TIMP3 protein and modulating 
mitogenic signal. 
Lu et al, .2012 
These results suggested that HMGA1 is a positive 
regulator of miR-222, and HMGA1 overexpression might 
contribute to dysregulation of Akt signaling in NSCLC 
High-mobility group A1 proteins enhance the expression of the oncogenic miR-
222 in lung cancer cells. 
Zhang et al, 2012 
MiR-221/222 were downregulated by endoplasmic 
reticulum stress in human hepatocellular carcinoma cells, 
which protected cells from apoptosis. 
[The role of mir-221/222 in inhibiting endoplasmic reticulum stress-induced 
human hepatocarcinoma cell apoptosis]. 
Liu et al, 2011 
MiR-221/222 targeting of trichorhinophalangeal 1 (TRPS1) 
promotes epithelial-to-mesenchymal transition in breast 
cancer. 
miR-221/222 targeting of trichorhinophalangeal 1 (TRPS1) promotes epithelial-
to-mesenchymal transition in breast cancer. 
Stinson et al, 2012 
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The expression levels of miR-221 and -222 in tissue 
samples reveals that >90% of the analyzed metastatic 
castration resistant prostate tumors could be 
characterized by increased miR-221/-222 expression. 
 
 
The altered expression of MiR-221/-222 and MiR-23b/-27b is associated with the 
development of human castration resistant prostate cancer. 
Sun et al, 2012 
 
 
MiR-221/222 function as oncogenic microRNAs in human 
gliomas, at least in part, by targeting Cx43. 
 
miR-221/222 is the regulator of Cx43 expression in human glioblastoma cells. 
Hao et al, 2012 
Data suggest that H. pylori may function as an initiator in 
the process of carcinogenesis by up-regulating miR-222, 
which further participates in the progression of cancer by 
promoting proliferation and inhibiting RECK. 
Increased miR-222 in H. pylori-associated gastric cancer correlated with tumor 
progression by promoting cancer cell proliferation and targeting RECK. 
Li et al, 2012 
Results suggest that miR-221 and -222 regulate glioma 
tumorigenesis at least in part through the control of 
PTPmu protein expression. 
miR-221/222 overexpession in human glioblastoma increases invasiveness by 
targeting the protein phosphate PTPμ. 
Quintavalle et al, 2012 
Data show that showed that miR-130a, expressed at low 
level in lung cancer cell lines, by targeting MET was able to 
reduce TRAIL resistance in non-small cell lung cancer 
(NSCLC) cells through the c-Jun-mediated downregulation 
of miR-221 and miR-222. 
miR-130a targets MET and induces TRAIL-sensitivity in NSCLC by downregulating 
miR-221 and 222. 
Acunzo et al, 2012 
MicroRNA 221 and 222 levels were significantly higher in 
aggressive compared with non-aggressive prostate cancer 
tissue 
The expression and clinical significance of GTP-binding RAS-like 3 (ARHI) and 
microRNA 221 and 222 in prostate cancer. 
Lin et al, 2012 
MiR-221/222 and -181b facilitate growth factor signaling 
in tamoxifen-resistant breast cancer by down-regulating 
TIMP3, and corresponding anti-miRs can be used to 
render these tumors responsive to tamoxifen 
Anti-microRNA-222 (anti-miR-222) and -181B suppress growth of tamoxifen-
resistant xenografts in mouse by targeting TIMP3 protein and modulating 
mitogenic signal. 
Lu et al, .2012 
These results suggested that HMGA1 is a positive 
regulator of miR-222, and HMGA1 overexpression might 
contribute to dysregulation of Akt signaling in NSCLC 
High-mobility group A1 proteins enhance the expression of the oncogenic miR-
222 in lung cancer cells. 
Zhang et al, 2012 
MiR-221/222 were downregulated by endoplasmic 
reticulum stress in human hepatocellular carcinoma cells, 
which protected cells from apoptosis. 
[The role of mir-221/222 in inhibiting endoplasmic reticulum stress-induced 
human hepatocarcinoma cell apoptosis]. 
Liu et al, 2011 
MiR-221/222 targeting of trichorhinophalangeal 1 (TRPS1) 
promotes epithelial-to-mesenchymal transition in breast 
cancer. 
miR-221/222 targeting of trichorhinophalangeal 1 (TRPS1) promotes epithelial-
to-mesenchymal transition in breast cancer. 
Stinson et al, 2012 
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HKe3 cells stably overexpressing oncogenic KRAS 
showedincreased expression of miR-222 and reduced 
expressionof its target PTEN exclusively in 3D culture. It 
was also overexpressed in colorectal tumor specimens. 
 
Oncogenic KRAS regulates miR-200c and miR-221/222 in a 3D-specific manner in 
colorectal cancer cells.Tsunoda et al, 2011 
TRPS1 targeting by miR-221/222 promotes the epithelial-
to-mesenchymal transition in breast cancer 
TRPS1 targeting by miR-221/222 promotes the epithelial-to-mesenchymal 
transition in breast cancer. 
Stinson et al, 2011 
Overexpression of miR-222 was associated with 
recurrence and distant metastases in thyroid carcinoma. 
MicroRNA signature distinguishes the degree of aggressiveness of papillary 
thyroid carcinoma. 
Yip et al, 2011 
Study investigated role of miR-221/222 in hormone-
independent growth and acquired resistance to 
fulvestrant of breast cancer cells 
MicroRNA-221/222 confers breast cancer fulvestrant resistance by regulating 
multiple signaling pathways. 
Rao et al, 2011 
High microRNA 222 is associated with prostate cancer. MicroRNAs 221/222 and genistein-mediated regulation of ARHI tumor 
suppressor gene in prostate cancer. 
Chen et al, 2011 
Down-regulation of miR-222 correlates with pronounced 
Kit expression and is associated with gastrointestinal 
stromal tumors. 
Down-regulation of miR-221 and miR-222 correlates with pronounced Kit 
expression in gastrointestinal stromal tumors. 
Koelz et al, 2011 
Data suggest that CBFL-associated fusion proteins may 
lead to up-regulation of the KIT receptor by down-
regulating MIR-222/221. 
Down-regulation of microRNAs 222/221 in acute myelogenous leukemia with 
deranged core-binding factor subunits. 
Brioschi et al, 2011 
Studies indicate that human perinatal Hb switching is 
under control of the kit receptor/miR 221-222 complex. 
Mechanism of human Hb switching: a possible role of the kit receptor/miR 221-
222 complex. 
Gabbianelli et al, 2011 
PUMA is a direct target of miR-221/222 that functions as 
an endogenous apoptosis regulator in these epithelial 
cancers. 
PUMA is a novel target of miR-221/222 in human epithelial cancers. 
Zhang et al, 2011 
Up-regulation of miRNA222 is associated with bladder 
carcinoma. 
MicroRNA-dependent regulation of PTEN after arsenic trioxide treatment in 
bladder cancer cell line T24. 
Cao et al, 2011 
Data indicate for the first time that miR-221/222 directly 
regulate apoptosis by targeting PUMA in glioblastoma and 
that miR-221/222 could be potential therapeutic targets 
for glioblastoma intervention. 
MiR-221 and miR-222 target PUMA to induce cell survival in glioblastoma. 
Zhang et al, 2011 
The suppression of miR-222 plays a crucial role in the 
protection against apoptosis induced by ER stress in HCC 
cells. 
MiR-221/222 suppression protects against endoplasmic reticulum stress-induced 
apoptosis via p27(Kip1)- and MEK/ERK-mediated cell cycle regulation. 
Dai et al, 2011 
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The PUM1 binding induces a local change in RNA structure 
that favours association with miR-222, efficient 
suppression of p27 expression, and rapid entry to the cell 
cycle. 
A Pumilio-induced RNA structure switch in p27-3' UTR controls miR-221 and miR-
222 accessibility. 
Kedde et al, 2010 
MIR222 negatively regulates expression of CDKN1B (p27) 
and CDKN1C (p57) in ovarian surface epithelium and 
down-regulated in ovarian carcinomas. 
MiR-221 and MiR-222 alterations in sporadic ovarian carcinoma: Relationship to 
CDKN1B, CDKNIC and overall survival.Wurz et al, 2010 
Data indicate several novel important associations for 
miRNAs in psoriasis and in particular the miR-221/2-TIMP3 
target interaction could among others play a role in the 
psoriasis pathogenesis 
MicroRNAs and potential target interactions in psoriasis. 
Zibert et al, 2010 
These data indicate for the first time a mechanism 
involving STAT1/2 upregulation under the transcriptional 
control of INF-alpha signaling after knockdown of miR-
221/222 cluster in U251 glioma cells. 
Global changes of mRNA expression reveals an increased activity of the 
interferon-induced signal transducer and activator of transcription (STAT) 
pathway by repression of miR-221/222 in glioblastoma U251 cells. 
Zhang et al, 2010 
MiR-222 acts as an antiangiogenic miRNA, by controlling 
STAT5A expression. 
microRNA-222 controls neovascularization by regulating signal transducer and 
activator of transcription 5A expression. 
Dentelli et al, 2010 
Our findings suggest a direct role of miR-222 and miR-21 
in conferring resistance to fludarabine chemotherapy in 
chronic lymphocytic leukemia 
MicroRNAs involvement in fludarabine refractory chronic lymphocytic leukemia. 
Ferracin et al, 2010 
Increased expression of MIR222 is associated with chronic 
lymphocytic leukemia. 
MicroRNA and proliferation control in chronic lymphocytic leukemia: functional 
relationship between miR-221/222 cluster and p27. 
Frenquelli at al, 2010 
Suggest that miR-221/222 co-enhance the glioma 
malignant phenotype via activation of the Akt pathway 
mediated by regulation of common gene expression. 
miR-221/222 promote malignant progression of glioma through activation of the 
Akt pathway. 
Zhang et al, 2010 
Results suggest that miR-221/222 overexpression might 
be one of the factors contributing to oncogenesis and 
progression of atypical teratoid-rhabdoid tumors through 
p27Kip1 downregulation 
Upregulation of mir-221 and mir-222 in atypical teratoid/rhabdoid tumors: 
potential therapeutic targets. 
Sredni et al, 2010 
Our study showed that miR-222 overexpression is 
common in HCC and could confer metastatic potentials in 
HCC cells, possibly through activating AKT signaling. 
MiR-222 overexpression confers cell migratory advantages in hepatocellular 
carcinoma through enhancing AKT signaling. 
Wong et al, 2010 
The expression of p27(kip1) was up regulated in cells 
transfected with miR-221/ and miR-222 in glioblastoma 
cells. 
[Up-regulation of p27(kip1) by miR-221/222 antisense oligonucleotides enhances 
the radiosensitivity of U251 glioblastoma]. 
Zhang et al, 2010 
Show that miR-221&222, by targeting PTEN and TIMP3 
tumor suppressors, induce TRAIL resistance and enhance 
cellular migration through the activation of the AKT 
pathway and metallopeptidases 
miR-221&amp;222 regulate TRAIL resistance and enhance tumorigenicity 
through PTEN and TIMP3 downregulation. 
Garofalo et al, 2010 
Anexos 143 
 
 
 
 
 
Study provides the first evidence for an oncogenic activity 
of miR-155, miR-203, miR-210 and miR-222 in the 
development of pancreatic cancer as has been reported 
for other tumor types 
Elevated expression of microRNAs 155, 203, 210 and 222 in pancreatic tumors is 
associated with poorer survival. 
Greither et al, 2010 
Results show that Dicer is responsible for the generation 
of the mature miR-222 and -339, which suppress ICAM-1 
expression on tumor cells. 
Dicer-regulated microRNAs 222 and 339 promote resistance of cancer cells to 
cytotoxic T-lymphocytes by down-regulation of ICAM-1. 
Ueda et al, 2010 
Results suggested that hsa-miR-222 regulates the MMP1 
expression through both direct cis-regulatory mechanism 
(targeting MMP1 mRNA) and indirect trans-regulatory 
mechanism (indirect controlling of MMP1 gene expression 
by targeting SOD2). 
MicroRNA-222 regulates cell invasion by targeting matrix metalloproteinase 1 
(MMP1) and manganese superoxide dismutase 2 (SOD2) in tongue squamous cell 
carcinoma cell lines. 
Liu et al, 2010 
Data suggest the involvement of miR-221 and miR-222 in 
the development or maintenance of the castration 
resistant prostate cancer phenotype. 
The role of microRNA-221 and microRNA-222 in androgen-independent prostate 
cancer cell lines. 
Sun et al, 2010 
Modulating miR-221/222 levels may have a therapeutic 
potential in prostate carcinoma. 
The inhibition of the highly expressed miR-221 and miR-222 impairs the growth 
of prostate carcinoma xenografts in mice. 
Mercatelli et al, 2010 
MicroRNA-221/222 confers tamoxifen resistance in breast 
cancer by targeting p27Kip1 
MicroRNA-221/222 confers tamoxifen resistance in breast cancer by targeting 
p27Kip1. 
Miller et al,2010 
Data show that p27(Kip1) is a direct target for microRNAs 
221 and 222, and suggest a role for these microRNAs in 
promoting the aggressive growth of glioblastoma. 
 
Regulation of p27Kip1 by miRNA 221/222 in glioblastoma. 
Gillies et al, 2010 
MiR-221 and miR-222 are endogenous regulators of 
p27(Kip1) protein expression, and thereby, the cell cycle. 
 (miR)-221 and miR-222, both overexpressed in human thyroid papillary 
carcinomas, regulate p27Kip1 protein levels and cell cycle. 
Visone et al,2010 
R-221/222 can be regarded as a new family of oncogenes, 
directly targeting the tumor suppressor p27(Kip1), and 
their overexpression might be contribute to the 
oncogenesis and progression of prostate carcinoma 
through p27(Kip1) down-regulation 
miR-221 and miR-222 expression affects the proliferation potential of human 
prostate carcinoma cell lines by targeting p27Kip1. 
Galardi et al, 2010 
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MICRORNA SIGNATURE PROFILE PROPOSAL AND MIR-222 AS A POTENTIAL BIOMARKER FOR EBV-
POSITIVE DIFFUSE LARGE B-CELL LYMPHOMA OF THE ELDERLY 
Andrade T1, Evangelista A2, Borges N1, Campo AHF3, Vassallo J4, Zerbini MC5, Paes JRP6, Scapulatempo C2, 
Alves AC1, Colleoni G1 
1 UNIFESP/EPM 
2 Hospital de Cancer de Barretos 
3 AC Camargo Cancer Center 
4 UNICAMP 
5 FMUSP 
6Santa Casa de Sao Paulo 
Background: EBV+diffuse large B-cell lymphoma of the elderly (EBV+DLBCLe) is considered a provisional entity in the latest 
WHO classiﬁcation.It affects individuals older than 50 years without prior documented immunodeﬁciency.This disorder has 
unfavorable clinical course even after the advent of immunotherapy associated to anthracycline-based chemotherapy.It is linked 
to EBV,senescence and immunological deterioration.Currently there is not a characteristic pattern of expression of microRNAs in 
EBV+DLBCLe. Aim: To characterize a signature proﬁle for this new entity and to explore microRNAs as biomarkers and 
potential alternative therapeutic targets for EBV+DLBCLe. Methods:124cases of DLBCL treated at UNIFESP(2000-2010) had 
parafﬁn blocks available for immunohistochemical and molecular analyses. Seventy of124 patients were more than 50years 
(potential candidates to be EBV+DLBCLe).In situ hybridization was used for EBVdetection (EBER1, ZytoVision) in a tissue 
microarray slide.Total RNA was obtained from tumor slides using RecoverAllTotalNucleicAcidIsolation kit and cDNA was inserted 
into 2 platforms containing 384human microRNAs each(TLDA)on7900RT PCR(Applied Biosystems). Analyses were made in 
mathematical-statistical environment“R”.The normalization method dct-2 was performed using the endogenous RNU48and also 
used RNU6 in a comparative way. MicroRNAs differentially expressed were identiﬁed by nonparametric tests rank 
products(RankProd) and Wilcoxon rank-sum(R-Stats) considering differentially expressed microRNAs which average foldchange 
above or below1.5. After, RTquantitative PCR was performed (7500 RT PCR,Applied Biosystems)using TaqManSmallRNA kit 
assays normalized with RNU48.Results: 8.5% of DLBCL cases were considered EBV+DLBCLe after ISH.We selected 4 of 
EBV+ and 4 of EBV- samples matched by age,gender,stage and IPI to be analyzed in thePCR platforms.We found 10 
deregulated microRNAs,but only 7 achieved statistically signiﬁcant differences and would be the start point of a microRNA 
signature proﬁle proposal to be validated in a larger multicentric cohort(29 EBV+DLBCLe,including 23 new cases, vs 65DLBCL). 
Among them let7g, miR126, miR146a, miR146b, miR150 and miR155 were overexpressed inEBV+DLBCLe comparing to 
EBVnegative whereas miR151was underexpressed. After validation we conﬁrmed overexpression of miR126 in 75.8% (median 
2.14 vs 0.14, p<0.0001), miR146a in 62% (1.94 vs 0.49,p=0.0035), miR146b in 51.7% (1.5 vs 0.11, p<0.0001), miR150 in 96.5% 
(20.54 vs 2.56,p<0.0001) and miR222 in 23.8%of cases (0.67 vs 0.08,p<0.0001, Mann-Whitney) and also conﬁrmed 
underexpression of miR151 in 86,2 %of EBV+DLBCLcases.Although miR222 was overexpressed in ¼of EBV+ cases,it showed 
high speciﬁcity(98%) and positive predictive value(83%).Conclusion: The merit of the present study is to propose a 
microRNAsignature for a recently described disease and to highlight miR222 as a possible biomarker and therapeutic target for 
EBV+DLBCLe.The main routes deregulated are NF-Kappa B and PI3K/AKTpathway,being PTEN a target of the overexpressed 
miR222.Thus,the ﬁndings suggest that antagomiRs for miR222,that are being tested in some types of cancer,could be also used 
as adjuvant therapy to R-CHOP in EBV+DLBCL(Supported by FAPESP2010/17668-6.Dr.Claudia Camillo and Dr.Fernando A. 
Soares also contributed to this manuscript). 
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Background: EBV+ diffuse large B-cell lymphoma of the elderly (EBV+DLBCLe) is considered a provisional entity in 
the latest World Health Organization classification. It affects individuals older than 50 years without prior documented 
immunodeficiency.This disorder has unfavorable clinical course even after the advent of immunotherapy associated 
to anthracycline-based chemotherapy. It is linked to Epstein-Barr virus and the physiopathology is related to the 
presence of the virus itself, senescence and immunological deterioration. Currently there is not a characteristic 
pattern of expression of microRNAs in EBV+DLBCLe.Aims: To characterize a signature profile for this new entity and 
to explore microRNAs as biomarkers and potential alternative therapeutic targets for EBV+DLBCLe.Methods: 124 
cases of patients of DLBCL were treated at Hospital Sao Paulo UNIFESP/EPM between 2000 to 2010 and had 
paraffin blocks available for immunohistochemical and molecular analyses. Seventy-one of 124 patients were more 
than 50 years and were potential candidates to be considered EBV+DLBCLe (pilot study). In situ hybridization was 
used for EBV detection (EBER1, ZytoVision) in a tissue microarray slide. Total RNA was obtained from tumor slides 
using Recover All Total Nucleic Acid Isolation kit (Applied Biosystems). We obtained cDNAs using Megaplex Pools 
for microRNA Expression (Applied Biosystems). The cDNA was inserted into two platforms containing 384 human 
microRNA each (Taqman Low Density Arrays) on 7900 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems). Data 
analyses were made in mathematical-statistical environment “R”. The normalization method 2-deltaCt was performed 
using the endogenous RNU48, and it was identified as the most stable among samples by software Normfinder. It 
was also used RNU6 recommended by the manufacturer, in a comparative way. MicroRNAs differentially expressed 
in EBV+ group compared to EBV negative were identified by means of nonparametric tests rank products (RankProd) 
and Wilcoxon rank-sum (R-Stats). We considered differentially expressed microRNAs which average fold change 
above or below 1.5.After, real-time quantitative PCR was performed through 7500 Real time PCR Systems (Applied 
Biosystems) using TaqMan Small RNA kit assays and normalized with RNU48.Results: 8.5% of cases of DLBCL 
were considered EBV+DLBCLe after ISH for EBV. 52.5% of the pilot study were considered GCB and 47.5% non-
GCB according to Hans et al algorithm (2004); 75% were classified as worse prognosis (groups 3 and 4) according to 
Salles et. al(2011) model combining IPI and immunohistochemical markers (bcl-2 and Ki67).We selected four of 
EBV+ and four of EBV negative samples matched by age, gender, stage and IPI to be analyzed in the PCR 
platforms. We found 10 deregulated microRNAs among the two groups. However, only seven microRNAs achieved 
statistically significant differences and would be the start point of a microRNA signature profile proposal to be 
validated in a larger multicentric cohort (total of 29 EBV+DLBCLe versus 65 DLBCL). Among them let-7g, miR-126, 
miR-146a, miR-146b, miR-150 and miR-155 were overexpressed in EBV+DLBCLe comparing to EBV-negative 
DLBCL whereas miR-151 was underexpressed. After validation in 29 EBV+DLBCLe (including 23 new cases) and 65 
EBV negative cases we confirmed overexpression of miR-126 in 75.8% (median 2.14 vs 0.14,p < 0.0001), miR-146a 
in 62% (median 1.94 vs 0.49, p = 0.0035) ,miR-146b  in 51.7% (median 1.51 vs 0.11 , p < 0.0001),miR-150 in 96.5 % 
(median 20.54  vs 2.56,p < 0.0001) and miR-222 in 23,8% of cases (median 0.67 vs 0.08,p < 0.0001,Mann-Whitney) 
and also confirmed underexpression of miR-151 in 86.2% of EBV+DLBCL cases. Although miR-222 was 
overexpressed in ¼ of the cases, it showed high speficity (98%) and positive predictive value (83%), Area Under the 
Curve= 0.87774, when EBV+ when compared to EBV negative cases.Summary / Conclusion: The merit of the 
present study is to propose a microRNA signature for a recently described disease and to highlight miR-222 as a 
possible biomarker and  therapeutic target for EBV+DLBCLe. The main routes deregulated are NF-Kappa B and 
PI3K/AKT pathway, being PTEN a target of the overexpressed miR-222. Thus, the findings suggest that antagomiRs 
for miR-222,that are being tested in some types of cancer, could be also used as adjuvant therapy to R-CHOP in 
EBV+DLBCL.  (Supported by FAPESP 2010/17668-6). 
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ABSTRACT 
EBV+ diffuse large B-cell lymphoma of the elderly (EBV+DLBCLe) is considered a provisional 
entity in the latest World Health Organization classification. It affects individuals older than 50 
years without prior documented immunodeficiency.This disorder has unfavorable clinical course 
even after the advent of immunotherapy associated to anthracycline-based chemotherapy. It is 
linked to Epstein-Barr virus (EBV) and the physiopathology is related to the presence of the 
virus itself, senescence and immunological deterioration. Currently there is not a characteristic 
pattern of expression of microRNAs in EBV+DLBCLe. Aims: To characterize a signature 
profile for this new entity and to explore microRNAs as biomarkers and potential alternative 
therapeutic targets for EBV+DLBCLe. Methods: 124 cases of patients of DLBCL were treated 
at Hospital Sao Paulo UNIFESP/EPM between 2000 to 2010 and had paraffin blocks available 
for immunohistochemical and molecular analyses. Seventy-one of 124 patients were more than 
50 years and were potential candidates to be considered EBV+DLBCLe (pilot study). In situ 
hybridization was used for EBV detection (EBER1, ZytoVision) in a tissue microarray slide. 
Total RNA was obtained from tumor slides using Recover All Total Nucleic Acid Isolation kit 
(Applied Biosystems). We obtained cDNAs using Megaplex Pools for microRNA Expression 
(Applied Biosystems). The cDNA was inserted into two platforms containing 384 human 
microRNAs each (Taqman Low Density Arrays) on 7900 Real Time PCR Systems (Applied 
Biosystems). Data analyses were made in mathematical-statistical environment “R”. The 
normalization method 2-deltaCt was performed using the endogenous RNU48, and it was 
identified as the most stable among samples by software Normfinder. It was also used RNU6 
recommended by the manufacturer, in a comparative way. MicroRNAs differentially expressed 
in EBV+ group compared to EBV negative were identified by means of nonparametric tests rank 
products (RankProd) and Wilcoxon rank-sum (R-Stats). We considered differentially expressed 
microRNAs which average fold change was above or below 1.5. After, real-time quantitative 
PCR was performed through 7500 Real time PCR Systems (Applied Biosystems) using TaqMan 
Small RNA kit assays and normalized with RNU48. Results: 8.5% of cases of DLBCL were 
considered EBV+DLBCLe after ISH for EBV. 52.5% of the pilot study were considered GCB 
and 47.5% non-GCB according to Hans et alalgorithm (2004); 75% were classified as worse 
prognosis (groups 3 and 4) according to Salles et al (2011) model combining IPI and 
immunohistochemical markers (Bcl-2 and Ki67). Overall survival of EBV+DLBCLe group was 
inferior than EBV negative patients (p= 0.0201, Log-rank test; p= 0.0175, Breslow test). We 
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selected four of EBV+ and four of EBV negative samples matched by age, gender, stage and IPI 
to be analyzed in the PCR platforms. We found 10 deregulated microRNAs among the two 
groups. However, only seven microRNAs achieved statistically significant differences and 
would be the start point of a microRNA signature profile proposal to be validated in a larger 
multicentric cohort (total of 29 EBV+DLBCLe versus 65 DLBCL). Among them hsa-let-7g, hsa-
miR-126, hsa-miR-146a, hsa-miR-146b, hsa-miR-150 and hsa-miR-155 were overexpressed in 
EBV+DLBCLe comparing to EBV-negative DLBCL whereas miR-151 was underexpressed. 
After validation in 29 EBV+DLBCLe (including 23 new cases) and 65 EBV negative cases we 
confirmed overexpression of hsa-miR-126 in 75.8% (median 2.14 vs. 0.14, p < 0.0001), hsa-
miR-146a in 62.1% (median 1.92vs. 0.29, p < 0,0001) , hsa-miR-146b  in 51.7% (median 1.51 
vs. 0.11 , p < 0.0001), hsa-miR-150 in 96.5 % (median 20.54  vs. 2.56, p < 0.0001) and hsa-miR-
222 in 31% of cases (median 0.68vs. 0.08, p < 0.0001, Mann-Whitney) and also confirmed 
underexpression of hsa-miR-151 in 86.2% of EBV+DLBCLe cases. Hsa-miR-146b showed 
specificity of 91.4%, Area Under the Curve = 0.8849. Although hsa-miR-222 was overexpressed 
in less than 1/3 of the cases, it showed high specificity (98.5%) and positive predictive value 
(90%), Area Under the Curve= 0.8180, in EBV+ when compared to EBV negative cases (cutoff 
1.5 for both miRNAs).  Summary / Conclusion: The merit of the present study is to propose a 
microRNA signature for a recently described disease and to highlight hsa-146b and hsa-miR-222 
as possible biomarkers and  therapeutic targets for EBV+DLBCLe. The main routes deregulated 
are NF-Kappa B and PI3K/AKT pathway, being PTEN a target of the overexpressed miR-222. 
Thus, the findings suggest that antagomiRs for hsa-miR-146b and hsa-miR-222, that are being 
tested in some types of cancer, could be also used as adjuvant therapy to R-CHOP in 
EBV+DLBCLe, here confirmed as a worse prognosis group of DLBCL. 
 
 
 
 
 
 
 
